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第 1 章	 序論  
酢酸菌の研究動向  
	 酢酸菌はグラム陰性かつ偏性好気性の真正細菌であり, 分類学上アルファプロテオ
バクテリアに属する(1, 2). 慣習的に, 古くから食酢製造に用いられてきた微生物であ
るため, 酵母や乳酸菌同様, 食生活と密接に関連した, ヒトにとって非常に身近な微
生物の一つと言える. 食酢製造においては, Acetobacter 属及び Komagataeibacter 属酢
酸菌が広く用いられている(3). 一般に自然界では, 花, 果実, 或は腐敗果実に生息し
ており, それらに含まれる糖や糖アルコールを利用する事で生育すると共に, 酵母及
び乳酸菌と共生関係を構築している(4). 自然発酵食品中においても, これら 3 種の微
生物の共生関係がしばしば見受けられる. 例えば, カカオ豆醸成にも酵母, 乳酸菌, 
及び酢酸菌が関与しており, これら微生物由来の様々な代謝産物(有機酸等)が最終製
品の香味や品質を決定付ける(5, 6). また, アルファプロテオバクテリアに属する酢酸
菌近縁種には, リケッチア属(7)に代表される, 動植物と共生, 或は寄生関係を築くも
のが多い. ある種の酢酸菌はショウジョウバエやミツバチ等昆虫の腸管内で共生して
おり(8, 9), それら酢酸菌の代謝産物が宿主の様々な生理機能に大きな影響を与える
事が近年の解析から明らかにされ(10), 酢酸菌は食品製造とは異なる観点からも注目
を集めている. 
	 酢酸菌研究の歴史は古く, 近代微生物学の礎を築いたパストゥールの発見に端を発
する(11). 酢酸菌を特徴付ける最も特異な代謝機構として, 細胞膜結合型脱水素酵素
によるアルコール・糖・糖アルコールの, それぞれに対応する有機酸への酸化と, そ
れら有機酸の外部環境中への蓄積が挙げられる. 生産された有機酸は, 多くの場合二
酸化炭素まで酸化される事なく環境中に残存するため, 酢酸菌によるこれら代謝は
「不完全酸化」と呼ばれる. 食酢醸造は, 酢酸菌による, エタノールの酢酸への酸化を
利用したものであるが, 外部環境中に存在する炭素源を直接的に酸化するという, 他
の微生物ではあまり見られない代謝の特異性から, この代謝反応を担う細胞膜結合型
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脱水素酵素の, 生化学的・酵素学的解析が長らく集中的に行われてきた. 現在では, 酢
酸菌が細胞質及び細胞膜に, それぞれ NAD(又は NADP)依存型, 及びピロロキノリン
キノン(pyrroloquinoline quinone, PQQ)依存型脱水素酵素を持ち, 後者が食酢醸造に代
表される不完全酸化を行う事は比較的よく知られているが,  1960 年代に中山らの先
駆的研究により, NAD(又は NADP)を補酵素としない脱水素酵素の存在が初めて明ら
かにされた(12-14). また, 朝井らの種々の酢酸菌を対象とした包括的研究により, 膜
酵素による酸化のみにとどまらない, 酢酸菌の中枢代謝や形態学的特性の一端が明ら
かにされ, 酢酸菌研究黎明期における研究基盤が確立された(15, 16). 以降は酢酸菌の
細胞膜結合型脱水素酵素に焦点が絞られ, これまでに多数の報告がなされている. そ
の代表例として, 飴山らの研究が挙げられる. これら脱水素酵素が細胞膜に結合して
いる点から容易に推測出来る様に, 酢酸菌の膜酵素は強い疎水性を有する. このため, 
同酵素の可溶化・精製, 及びそれに続く生化学的解析は困難であった. 飴山らの研究
グループはこれら課題を他者に先駆けて解決し, 結晶構造解析や速度論解析も可能と
なった事から, 酢酸菌膜酵素の研究は飛躍的に進展した(17-20). これらの知見を基に, 
膜酵素による酸化反応の詳細な機序が現在までに明らかにされている(21). 食酢醸造
におけるエタノール酸化に着目すると, 同反応は細胞膜外表層に提示された PQQ 依
存型アルコールデヒドロゲナーゼ(PQQ-dependent alcohol dehydrogenase, PQQ-ADH), 
及びアルデヒドデヒドロゲナーゼ(aldehyde dehydrogenase, ALDH)を介して行われて
おり(21), アセトアルデヒドを経由して酢酸が生産される. この反応と連動し, 基質
酸化により得られる電子は呼吸鎖へと伝達され, 末端のユビキノール・オキシダーゼ
を介して酸素から水への還元が行われる. このユビキノール・オキシダーゼはプロト
ンポンプ能も備えており, 上記一連の反応を行う事で, 酢酸菌は極めて効率的に細胞
膜内外のプロトン勾配, すなわちエネルギーを獲得する事が出来る(図 1.1) (21). 
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 この様に, 酢酸菌膜酵素の生化学的解析, 及び同酵素を介した酸化反応の生理学的
意義に関する研究はこれまでに多数報告されているが, 酢酸菌の工業利用に目を向け
ると, 多くの場合, 依然「食酢生産菌」としてのみ認知される傾向にあった. しかしな
がら, 後述する興味深い諸特性により, 酢酸菌を食酢製造以外へ応用しようという試
みが近年盛んに行われる様になっている(22). 以下にそのいくつかを例示した. 
 
酢酸菌の産業利用に向けた新たな試み  
	 地球上に最も多く存在するバイオポリマーとして, セルロースが挙げられる. その
殆どは植物由来であるが, 多くのバクテリアがセルロース(bacterial cellulose, BC)を生
産し, 菌体外へ蓄積する. BC 形成により, 紫外線・低 pH 等の環境ストレスから細胞
を保護し, BC マトリクス内での自己細胞集団の優先的増殖が可能となる. この様に, 
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BC 中には高密度の細菌細胞が含まれるため, 医療現場においては日和見感染菌の温
床となりうる. それらに汚染された医療機器の使用は院内感染に繋がる恐れがあるた
め, BC 生合成系の解明及びその抑止に向けた研究が盛んに行われている. ナタ・デ・
ココ生産酢酸菌 Komagataeibacter xylinus は気液面に分厚な BC 膜を形成するため, 食
品生産菌としてだけでなく, BC 生合成のモデルケースとしてその研究の歴史は長い
(23). K. xylinus由来のBCは植物セルロースと異なり, ヘミセルロースやリグニンを含
まないため極めて純度が高い. 機械的強度や保湿性にも優れているため(24), 同酢酸
菌が合成する BC は再生医療分野においても注目される素材であり, 実際の臨床例も
報告されている(25). BC は皮膚移植における代替素材としても期待されているが, ヒ
トはセルロースを分解出来ないため, 移植後に BC 片が体内に残存する恐れがある. 
近年, この課題を解決するため, K. xylinus セルロース合成酵素が UDP-N-アセチルグ
ルコサミン(UDP-GlcNAc)も糖鎖重合の基質とする事を利用して, グルコース(Glc)及
び UDP-GlcNAc からなるキメラ BC を生産する株が構築された(26). リゾチームは
(GlcNAc)6 や(GlcNAc)3-(Glc)2 を認識し, その間のβ-1,4 結合を切断する. 従って, この
キメラ BC はリゾチーム感受性となるため, 生分解性の向上した BC として移植医療
における応用が期待されている. 
	 Gluconacetobacter diazotrophicusは農業分野において注目される酢酸菌である. 同酢
酸菌は, サトウキビの内部共生菌として単離された窒素固定菌である. モデル微生物
の一つとして世界中で研究されており, 近年その完全ゲノム配列も決定された(27). G. 
diazotrophicus は根や茎のアポプラスト内で菌叢を形成し, ニトロゲナーゼにより窒
素分子をアンモニウムイオンに転換する事で窒素源を宿主に供給して, 相利共生関係
を構築する. 窒素源に乏しい土地におけるサトウキビ栽培では, G. diazotrophicus の存
在が収量を大きく左右する. 更に, 同酢酸菌はトリプトファンを基質として, 植物ホ
ルモンの一つであるインドール-3-酢酸(オーキシン)を合成して細胞外へ放出する事
で, 宿主の生長を促進している事が明らかにされた(28). また, 植物病原菌の生育を
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特異的に阻害するバクテリオシンの分泌や(29), 不溶性リン・亜鉛化合物を可溶化す
るといった(30), 農業において有益な諸特性を有する事から, G. diazotrophicus は化成
肥料や農薬に依存しない, 持続可能な農業を実現するための有用微生物の一つとして
期待を集めている. 
	 インフルエンザ治療薬であるオセルタミビル(通称タミフル)は一般に, シキミ酸を
出発基質とした半合成により生産されている. シキミ酸は, 解糖系及びペントースリ
ン酸経路によりそれぞれ供給される, ホスホエノールピルビン酸及びエリスロース
-4-リン酸を初発基質としたシキミ酸経路により生産される. しかしながら, 両初発基
質が非常に多くの反応を経て供給される点, 及びシキミ酸経路そのものが代謝の末端
に位置している点から, グルコースを基質とした従来までの発酵法では十分量のシキ
ミ酸を安定的に供給する事が困難である. 代替手段として, 植物からの抽出及び化学
合成法も検討されているものの, 前者は絶対量の不足, 後者は光学異性体の問題を内
包するため, 現段階では現実的な解決手段とはなり得ていない. 世界保健機構により
新型インフルエンザの大流行に備えたオセルタミビルの備蓄が提唱され久しいが(31), 
原材料供給が不安定である事から, 効率的・合理的なシキミ酸生産法の探索が行われ
ている . 近年 , シキミ酸生産菌として酢酸菌を利用する事が検討されている . 
Gluconobacter oxydans は細胞膜結合型のキナ酸デヒドロゲナーゼ及び 3-デヒドロキナ
酸デヒドラターゼを有しており, キナ酸は両膜酵素により, ペリプラズム中において
3-デヒドロキナ酸を経由して 3-デヒドロシキミ酸へと酸化される(32). 続いて, 細胞
質へ移行した 3-デヒドロシキミ酸は, NADP 依存型シキミ酸デヒドロゲナーゼにより
還元され, シキミ酸が生成する(33). 更に, この還元反応と, NADP 依存型 D-グルコー
スデヒドロゲナーゼの酸化反応(グルコース→グルコノラクトン)を共役させる事で 
NADPHを再生し, より効率的にシキミ酸を生産させる系が報告されている(34). グル
コースを初発基質とした場合と比較して代謝が単純である点, 及びキナ酸が広く植物
に含まれる物質で, 供給が容易である点から, 従来法の課題を解決する新たな発酵法
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として期待されている. 
	 スフィンゴ脂質はスフィンゴイド塩基と脂肪酸から成り, 真核生物(及びいくつか
の原核生物)において広く分布している. 動物では, 特に肌及び脳にスフィンゴ脂質
が多く含まれ, 細胞分化, 細胞周期コントロール, 老化やアポトーシスにおけるシグ
ナル伝達において極めて重要な役割を果たしている事がこれまでに明らかにされて
いる(35). スフィンゴ脂質代謝異常はある種の癌, アテローム動脈硬化症, 糖尿病, 或
いはアトピーの発症を誘発する事が知られている(35). スフィンゴ脂質の一種である
セラミドは角質層の主要構成成分であり, 細胞の接着, 保湿, 及び流動性に関与して
いる(36). この性質により, 化粧品等の有効成分として広く使用されているのは周知
の通りである. これに加え, セラミドはアポトーシスを促進する事で結腸癌細胞等に
対して抗癌作用を示す事から(35), 医療分野においても有望な生理活性物質として着
目されている. 酢酸菌の細胞膜脂質は, 主に 2-ヒドロキシパルミトイルスフィンガニ
ン(ジヒドロセラミド)から成り, ジヒドロセラミドは酢酸による低 pH ストレスや高
温ストレスに対する耐性に関与すると推測されている(37). 実際に, 上記ストレス下
で酢酸菌Acetobacter malorumを培養すると, 細胞膜中のジヒドロセラミド含有量は著
しく上昇する(37). この特性を利用し, 酢酸菌を用いたジヒドロセラミド生産が検討
されている(38). 市場にはハンドクリーム等多くのセラミド含有商品が流通している
が, 植物性セラミド配合をうたうものが多く見受けられる. 植物性セラミドは, スフ
ィンゴイド塩基の構造が動物性のものと大きく異なるため(39), 動物細胞内での代
謝・利用は制限されると想定される. 一方, 酢酸菌由来のジヒドロセラミドは動物細
胞内でセラミドへ転換され, 更にスフィンゴミエリン及びスフィンゴ糖脂質へと転換
されうる(38). この様に, 動物体内で直接的に利用される可能性の高い酢酸菌由来セ
ラミドは, 従来品よりも有望な素材であると考えられる. 
	 上記の様に酢酸菌は, 食酢製造にとどまらない様々な有効利用の可能性を秘めた微
生物である. 酢酸菌を物質生産へ応用する際の最も有利な点として, 前述の通り, ア
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ルコール・有機酸存在下で旺盛な生育を示す事が挙げられる. エタノール酸化を例と
した場合, この代謝反応により生産される酢酸は環境中の pH を低下させるため, 他
の微生物の生育は著しく阻害される. これは, 低 pH 環境下における酢酸が主に非解
離型をとり, 疎水性的性質を示す事に起因する. 非解離型酢酸は比較的容易に細菌細
胞膜を透過し, 中性に保たれた細胞質中で電離する事で細胞内 pH を低下させる. 同
時に, 細胞膜内外のプロトン勾配を解消してしまうため, 0.5%程度の低濃度であって
も極めて強い細胞毒性を示す(40). 一方, 酢酸菌はこれらに抵抗するための様々な酢
酸耐性機構を備えている. 例えば, 多くの酢酸菌はクエン酸回路中に他の微生物が持
たない特異なバイパスを有しており, CoA 転移酵素を介して, スクシニル CoA 由来の
CoA を酢酸へ転移させる事が出来る(41). これにより, アセチル CoA を再生すると同
時に酢酸を消費する事が可能である. また, 酢酸の存在によりアコニターゼ遺伝子の
発現が誘導されるため, クエン酸回路の代謝回転速度が上昇する(42). この二つの機
構により, 酢酸から再生されたアセチル CoA は迅速に二酸化炭素へ異化される. これ
らに加え, 酢酸菌は細胞膜にプロトン駆動力(43)及び ABC トランスポーター(44)を介
した酢酸特異的排出機構を備えているため, 他の微生物にとっては致死的な量の酢酸
が存在する環境下でも生育が可能となる. 酢酸菌にとって, エタノールの酸化(酢酸
の生産)は呼吸鎖である事を上で述べた. この様に, 酢酸菌はエネルギー獲得と同時
に, 自己集団以外の細胞増殖を抑制する環境を形成する事が出来る. この性質により, 
抗生物質等高コストな選択圧を用いずとも雑菌汚染の抑止が可能であり, 酢酸菌のみ
を優先的に増殖させる事が出来る. 閉鎖培養系を用いる必要もなく, 発酵工程管理が
容易になる事から, 微生物を用いた物質生産を実施する際, 酢酸菌は魅力的なプラッ
トフォームであると考えられる.  
 
Komagataeibacter europaeus 
	 上記において種々の酢酸菌の多用途性及び今後の展望に関して述べたが, 酢酸菌は
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食酢製造を担う産業微生物として依然重要である. 現在は, 2 種類の発酵法が採用さ
れている. その一つが, 17 世紀に技術基盤が確立された, 伝統的な静置発酵法である. 
現代においても, 当時の仕込み法を基本的に踏襲しており, 酢・酒・水で調製された
仕込み液を樹脂製等のタンクに充塡し, そこへ酢酸菌を植菌する(3). ここで酢酸発酵
を行うのが主に Acetobacter 属酢酸菌であり, その代表として Acetobacter pasteurianus
が挙げられる(45). A. pasteurianus はセルロースから成る薄い菌膜を液面に張り, その
中で増殖すると同時にエタノールの酸化を行う. 約 1 ヶ月で発酵は完了し, 最終的に
酢酸濃度 4−5%の食酢が得られる. 他方, 今日食酢の工業生産において主流となって
いるのは, バイオリアクターを用いた通気発酵法である. 機械的攪拌・通気により溶
存酸素濃度を上昇させ, 酢酸菌と酸素の接触頻度を上げる事でエタノール酸化がより
効率的に行われる. 発酵は数日で完了し, 高濃度の酢酸(最大 20%)を含む, 所謂「高酸
度食酢」を大量に製造出来るため, 静置法と比較してより効率的な手段であると言え
る(3). この通気発酵法において酢酸発酵を担うのが , Komagataeibacter europaeus 
(Gluconacetobacter europaeus から再分類) (46)である. 
	 K. europaeus は他種酢酸菌と比較して, 極めて強いエタノール酸化能力及び酢酸耐
性を備えており, 食酢工業生産において世界中で広く用いられている(40). しかしな
がら, 通気発酵法が確立されてからの日が浅い事も相まって, K. europaeusが食品産業
において占める重要性にも関わらず, 同酢酸菌に関する研究報告は現時点で非常に限
られている . 近年  タイプ株のドラフトゲノム配列が漸く決定されたが(47), K. 
europaeus の分子遺伝学的・生化学的研究は緒に就いたばかりである. 他種酢酸菌に着
目すると, 前述の通り, 膜酵素の生化学的解析を中心とした研究が多数報告されてい
るが, それらに加え, 主に Acetobacter 属及び Gluconobacter 属酢酸菌における遺伝子
破壊法に関する報告も複数なされている. 手法として, 塩化カルシウム法(48), エレ
クトロポレーション法(49)や大腸菌との接合伝達(50)等が挙げられる. これら手法は, 
他の微生物においても汎用される慣習的な手法であるが , 酢酸菌の場合 , 特に
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Acetobacter 属酢酸菌においては, 比較的高効率に遺伝子破壊を行う事が出来る. 一方
でこれら従来法は, K. europaeusを含むKomagataeibacter属酢酸菌の遺伝子破壊に応用
困難な場合が多い(51). タイプ株のドラフトゲノム解析から, K. europaeus は大腸菌等
と比較して, より多くの制限修飾系を有する事が推測されている(47). 外部から侵入
した非自己 DNA は厳密に排除される事が予想され, この事が従来法の適用を困難に
している原因の一つであると考えられる. また従来法では, 異種生物に由来する薬剤
耐性遺伝子が選抜マーカーとして用いられ, 遺伝子破壊株ゲノム中にそれら選抜マー
カーが残存する場合が多い. 従って, 産業上極めて重要な K. europaeus の諸特性を理
解し応用するためには, 自己 DNA による遺伝子破壊技術, 及び潜在型プラスミドを
用いた遺伝子改変技術を併せた, 代謝改変のための技術基盤の確立が必須である. 
 
本研究の内容  
	 上記の背景を踏まえ, 本研究では, 内在性遺伝子及び栄養要求性を, それぞれ選抜
マーカー及び選択圧とした, K. europaeus における遺伝子破壊技術を構築した. また, 
同酢酸菌の潜在型プラスミドを基として, 大腸菌, K. europaeus, 及び他属酢酸菌にお
いて複製可能なシャトルプラスミドを構築し, 上記遺伝子破壊技術と併せて, K. 
europaeus 代謝改変技術の基盤を構築した. 更に, 構築した改変技術を用いる事で, 複
数の有用菌株を作出した. 
	 第 2 章では , 動物において種々の生理活性作用を発揮する分岐鎖アミノ酸
(branched-chain amino acid, BCAA)を生産する変異株を, 薬剤処理によるランダム変異
の導入, 及びそれに続くα−アミノ酪酸(α-aminobutyric acid, ABA)耐性株の選抜により
作出した. 得られた ABAr1-56 株は野生株と比較して, 著量のバリン及びロイシンを
培養液中に蓄積した. 本章で得られた知見は, 本研究の起点となるものである. 
	 第 3 章では, ピリミジン生合成遺伝子群の一つであるオロト酸ホスホリボシルトラ
ンスフェラーゼ遺伝子(pyrE), 及びウラシル要求性を, それぞれ選抜マーカー及び選
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択圧とした, K. europaeusにおける遺伝子破壊技術を構築した. 本手法の有効性を検証
するため, 食酢における不快醸造香・アセトインの生合成に関与するα-アセト乳酸デ
カルボキシラーゼ遺伝子(aldC)破壊株を構築した. 得られた aldC 破壊株のアセトイン
生産性は, 野生株と比較して顕著に減少していた. 
	 第 4 章では, K. europaeus 野生株より複数の潜在型プラスミドを単離し, それらの細
胞内におけるコピー数を含めた特徴付けを行うと共に, 潜在型プラスミドを基とした, 
大腸菌, K. europaeus, 及び他属酢酸菌において複製可能なシャトルプラスミドを構築
した. これによりプラスミドを利用した遺伝子改変技術の基盤構築に成功した. 
	 第 5 章では, 第 2 章で作出した ABAr1-56 株の変異点解析から, 転写因子 leucine 
responsive regulatory protein (Lrp)をコードする遺伝子(Kelrp)に導入されたナンセンス
変異が, K. europaeusにBCAA生産能を付与する決定因子であると推測し, 第 3章で確
立した遺伝子破壊技術を用いて, 同様の変異を導入した株を作出した. 得られた遺伝
子破壊株は, ABAr1-56株と同等のBCAA生産性を示した. このナンセンス変異の導入
により, C 末端側に位置するリガンド結合部位を持たない変異型 KeLrp が発現するも
のと推測され, Kelrp 破壊株及び ABAr1-56 株は, 外界の栄養状況を伝達するリガンド
分子に対して非感受性であると考えられた. 併せて, BCAA 生合成遺伝子群及び排出
ポンプ遺伝子の転写量解析から, KeLrp がそれらの発現を制御している事が明らかと
なった. 
	 第 6 章では, アセトインが, 食酢主成分である酢酸と共にショウジョウバエ誘引作
用を発揮する点に着目し, K. europaeus のアセトイン生産能を向上させるべく, 第 3 章
において確立した遺伝子破壊技術を用いて代謝改変酢酸菌を作出した. アセトイン合
成系はBCAA生合成系と一部の中間代謝産物(ピルビン酸及びα-アセト乳酸)を共有し
ている. これを踏まえ, アセトヒドロキシ酸イソメロレダクターゼ遺伝子(ilvC)を破
壊する事でバリン生合成経路を遮断し, アセトイン高生産株を構築した. また, 第 5
章で作出した Kelrp 破壊株は, アセトイン前駆体であるα-アセト乳酸の合成に関与す
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るアセトヒドロキシ酸シンターゼ遺伝子(ilvIH)を高発現しており, 副産物として著量
のアセトインを培養液中に蓄積した. 更に Kelrp 破壊株は, バリンの分解産物と考え
られるイソ酪酸を微量蓄積した. ilvC 破壊株, 及び Kelrp 破壊株の培養液上清を用いて
ショウジョウバエ捕虫実験を行ったところ, Kelrp 破壊株の培養液上清が最も高い誘
引作用を示した. この高い誘引性は, 酢酸, アセトイン, イソ酪酸, 及び未同定の代謝
産物の相乗効果に起因する事が示唆された. Kelrp 破壊株は BCAA 生産菌としてだけ
でなく, ショウジョウバエ誘引素材生産菌としても有望である事が示された. 
	 第 7 章では, 本研究で明らかとなった結果を総括すると共に, 今後の展望と解決す
べき課題について記述した.  
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第 2 章  
分岐鎖アミノ酸高生産株のスクリーニング及び特性  
 
第 1 節	 緒言  
	 食酢は古くから用いられてきた酸味調味料であるが, 昨今の「健康志向の市場要請」, 
及び食酢の持つ機能性から, 健康食品としても広く認知される様になった. 近年の解
析から, 食酢の主成分である酢酸が, AMP キナーゼ(5′-AMP-activated protein kinase, 
AMPK)の活性化を介して II 型糖尿病に起因する症状を緩和・低減する効果を有する
事が明らかにされた(1). AMPK は骨格筋においてグルコース取り込み及び脂肪酸酸化
を仲介し, 肝臓においては糖新生及び脂質合成を阻害する(2, 3). 従って, 食酢の習慣
的な摂取により高血糖症の改善及び脂質蓄積の抑制が見込まれるため, II 型糖尿病治
療の一助になると期待されている(図 2.1) (1). また, 黒酢ドリンクに代表される様に, 
種々の食酢をベースとした「ビネガードリンク」も市場に流通しており, 健康を訴求
する消費者のニーズに応える, 新たな付加価値を有する食酢及びその関連商品の開発
が期待されている(4). 
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 分岐鎖アミノ酸(branched-chain amino acid, BCAA, バリン, ロイシン, 及びイソロイ
シン)はヒトにおける栄養学的必須アミノ酸であると同時に, 近年その機能性から
様々な食品に添加され, またサプリメントとしても広範に利用されている. 特にロイ
シンは, 生活習慣病諸症状を緩和・低減する効果を有する事が知られている. ロイシ
ンの摂取により, 脂肪細胞及び骨格筋において脱共役タンパク質(uncoupling protein)
の発現量が上昇し, 獲得エネルギーが熱として放散される事で, エネルギー消費量が
上昇する (図 2.2) (5, 6). その結果, 高脂肪食に起因する体重増加(及びそれに伴う肥
満)が抑制される(5). また, ロイシン摂取によりインスリン感受性が改善され, 更に糖
新生におけるグルコース-6-ホスファターゼの発現が抑制される事から, 高血糖症が
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G6P, glucose-6-phosphate. Sakakibara et al. (1)+5. 
AMP/ATP↑
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改善される(図 2.2) (5, 7, 8). これらを踏まえると, 著量の BCAA を含む食酢は, 食酢
が元来有する機能性(1)と相まって, より強力な生活習慣病改善効果を発揮しうる事
が期待される. 
 
 
 
	 微生物によるアミノ酸発酵は, 日本が世界に先駆けてその生産手法を確立した革新
的技術であり, 現在までに, Corynebacterium glutamicum, Serratia marcescens や大腸菌
を用いたアミノ酸生産, 及びその生産機序に関する膨大な知見が蓄積している(9, 10). 
一般に微生物におけるアミノ酸生合成は, 細胞の需要に合致した必要十分量のみを供
給するため, 最終産物をシグナルとしたフィードバック制御機構(律速酵素の活性阻
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害及び同酵素遺伝子の転写抑制)により多重に制御されている. そのため, アミノ酸
高生産株の構築には, フィードバック制御機構の破壊が有効な手段の一つである. 研
究黎明期より汎用されてきた手法として, 薬剤による変異導入及びそれに続くアミノ
酸アナログ耐性株の選抜が挙げられる. アミノ酸アナログは, 対応するアミノ酸と同
様にフィードバック制御機構を誘導するが, 細胞はこのアナログを栄養源として利用
出来ないため, アナログ存在下においてその生育は阻害される. 従って, アナログ耐
性株を選抜する事で,  フィードバック制御機構の欠損した, 標的アミノ酸を恒常的
に生産する変異株を育種する事が出来る(9). 
	 バクテリアの BCAA 生合成経路に着目すると, 多くの種が共通の代謝経路を有す
る事がこれまでに明らかにされている(9, 11). バリン及びロイシンはピルビン酸を, 
イソロイシンはスレオニンを初発基質とし , アセトヒドロキシ酸シンターゼ
(acetohydroxyacid synthase, AHAS), アセトヒドロキシ酸イソメロレダクターゼ
(acetohydroxyacid isomeroreductase, AHAIR), ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ
(dihydroxyacid dehydratase, DHAD), 及びアミノトランスフェラーゼ(aminotransferase, 
AT)が 3 種の BCAA 生合成における共通反応を触媒する(図 2.3). 
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 AHAS は BCAA 生合成における律速酵素の一つであり, 大腸菌は I−III 型の, 3 種の
アイソザイムを保持する(9). 3 種の AHAS は, 全て触媒サブユニット(α)及び調節サブ
ユニット(β)から成る四量体(α2β2 ホロ酵素)を形成し, 最終産物が調節サブユニットに
結合する事で, 酵素活性のフィードバック阻害が誘導される(9, 11). この様に 3 種が
共通の特徴を有する一方で, フィードバック制御に寄与する最終産物はそれぞれ異な
る. ilvIH (ilvI, 触媒サブユニット遺伝子; ilvH, 調節サブユニット遺伝子)にコードされ
る III 型 AHAS の場合, その酵素活性及び転写はそれぞれバリン及びロイシンにより, 
阻害及び抑制される(9, 11). 特に ilvIH の転写は, アミノ酸代謝及び輸送に関与する遺
伝子群の発現を包括的に制御する転写因子, leucine responsive regulatory protein (Lrp) 
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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acetohydroxyacid synthase; AHAIR, acetohydroxyacid isomeroreductase; DHAD, 
dihydroxyacid dehydratase; AT, aminotransferase; IPMS, 2-isopropylmalate synthase; IPMD, 3-
isopropylmalate dehydratase; IPMDH, 3-isopropylmalate dehydrogenase. 
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により制御される(12, 13). Lrp レギュロンでは, ロイシンがシグナル(リガンド)分子と
して機能する(12). BCAA 生産菌作出には, ノルバリンやアザロイシン等の様々なア
ナログが用いられてきた(9). α-アミノ酪酸(α-aminobutyric acid, ABA)はバリンアナロ
グとして知られており, ABA存在下において S. marcescensは著しい生育阻害を示すが, 
ABA 耐性を有する変異株は著量のバリンを培養液中に蓄積する(11). 
	 序論で述べた酢酸菌の多用途性, 及び上記背景を踏まえ, 本章では ABA 耐性を付
与する事で BCAA を生産する K. europaeus の作出を試みた. 
 
 
第 2 節	 実験材料及び方法  
供試菌株及び培地  
	 食酢発酵液より単離した K. europaeus KGMA0119 株(野生株)を供試した. 栄養培地
として, 酵母エキス(日本製薬, 東京) 5 g/l, ペプトン(日本製薬) 2 g/l, 及びグルコース
30 g/l から成る yeast-peptone-dextrose (YPD)培地を用いた(14). 最少培地として, グル
コース 30 g/l, L-(+)-グルタミン酸ナトリウム・一水和物 10 g/l, リン酸水素二カリウム
0.1 g/l, リン酸二水素カリウム 0.5 g/l, 塩化カリウム 0.1 g/l, 塩化カルシウム・二水和
物 0.1 g/l, 硫酸マグネシウム・七水和物 0.25 g/l, (+)-パントテン酸カルシウム 2 mg/l, 塩
化鉄(III) 5 mg/l, 硫酸亜鉛・七水和物 50 mg/l, モリブデン(IV)酸二ナトリウム・二水和
物 0.5 mg/l, ホウ酸 0.5 mg/l, 硫酸銅・五水和物 2.5 mg/l, 硫酸マンガン・五水和物 10 
mg/l, 及び塩化コバルト(II) 0.5 mg/l から成る培地を用いた(14). 特に明記しない限り, 
両培地に 0.4% (wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸を加えて培養を行った. また, 
固形培地として上記培地に寒天 9 g/l を加えたものを用いた. 培養は全て 30°C で行い, 
液体培養の際は往復振盪 150 rpm で行った. 
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ABA生育阻害効果の検証  
	 BCAA アナログとして, DL-α-ABA(シグマ・アルドリッチ社, アメリカ合衆国)を用
いた. 初めに, KGMA0119 株及びその派生株を 5 ml YPD 培地に接種し 16 時間培養し
た. 得られた培養液 1 ml を 50 ml YPD 培地に接種し, 更に 24 時間培養した. 菌体を遠
心分離(4°C, 10,000 × g, 5 分)により回収し, 生理食塩水(塩化ナトリウム 8.5 g/l)に再懸
濁する事で細胞を洗浄した. この作業を計 2 回行い, YPD 培地由来の栄養成分を除去
した． 細胞懸濁液を, ABA 添加及び非添加最少培地に, 細胞密度(optical density at 660 
nm, OD660)が 0.03 となる様接種して培養を行い, OD660 値を経時的に測定した．ABA
非添加時における生育が定常期初期(培養 30時間)に到達した時点のOD660値を比較し
た. ABA の生育阻害効果は, 非添加時の OD660 値を 100%とした時の相対値で示した
(下記). 
 
[ABA 添加時の OD660]/[ABA 非添加時の OD660] (%) 
 
 また, ABA生育阻害に対するBCAAの回復効果を検証するため, 1 mM ABAを含む最
少培地に, 更にバリン, ロイシン, イソロイシン, 又は 3 種の BCAA(全て 1 mM)を加
えた培地で KGMA0119 株を培養した. BCAA の回復効果は, 上記 ABA の生育阻害効
果同様, ABA 及び BCAA 非添加時の OD660 値(定常期初期, 30 時間)を 100%とした時の
相対値で示した(下記). 
 
[ABA 及び BCAA 添加時の OD660]/[ABA 及び BCAA 非添加時の OD660] (%) 
 
突然変異処理および ABA 耐性株の作出  
	 突然変異処理及びアナログ耐性株の選抜は既報(11, 15)に準拠した．KGMA0119 株
への, N-メチル-N’-ニトロ-N-ニトロソグアニジン(NTG, 和光純薬, 大阪)による変異導
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入後, 細胞を 2 ml YPD 培地に接種して 40 時間培養した. 菌体を遠心分離により回収
し, 生理食塩水で洗浄・再懸濁した. 細胞懸濁液を生理食塩水で適宜希釈し, 50 mM 
ABA を含む最少寒天培地に塗布して, 10 日間培養した. 生じたコロニーを ABA 耐性
株(ABA resistant, ABAr株)とし, その内の一つをABAr1-56株として以降の実験に供試
した． 
 
ABAr1-56 株の BCAA 生産能解析  
	 ABAr1-56 株を 20 ml 最少培地で培養し, 経時的に培養液を採取した. 遠心分離に
より菌体を除去し, 上清を得た. この上清中に蓄積した BCAA を, 薄層クロマトグラ
フィー(thin layer chromatography, TLC) (16)及びアミノ酸分析計(L-8800 形高速アミノ
酸分析計, 日立テクノロジーズ, 東京)により定性・定量した. BCAA 生産における最
適基質探索のため, 1.0% (wt/vol) L-乳酸ナトリウム又は 1.0% (wt/vol) ピルビン酸ナト
リウムを最少培地に添加して培養を行った. 
 
 
第 3 節	 結果  
K. europaeus の BCAA 生合成経路  
	 初めに, K. europaeusにおけるBCAA生合成経路を相同性検索により推定した. 近縁
種酢酸菌であるKomagataeibacter xylinus NBRC3288株の完全ゲノム配列は既に決定さ
れている(17). このゲノム情報から, K. xylinus は大腸菌, S. marcescens や C. glutamicum
等モデル微生物(9)と同様の, バクテリアにおいて広く保存されている BCAA 生合成
経路を保持する事が予想されている. これらを踏まえ, NBRC3288 株の BCAA 生合成
酵素アミノ酸配列をクエリとし, K. europaeus LMG 18890T 株のドラフトゲノム配列
(18)に対して相同性検索(TBLASTN)を行った. その結果, 全てのクエリに対して, 非
常に高い同一性(>90%)を示すタンパク質をコードする遺伝子が同定された事から(表
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2.1), K. europaeus も他バクテリア同様の代謝経路を有する事が予測された(図 2.3). 特
に, 律速酵素と考えられる AHAS の触媒及び調節サブユニットのアミノ酸配列は, 大
腸菌 K-12 株における III 型 AHAS の IlvI (AAC73188)及び IlvH (AAC73189)と, それぞ
れ 50%及び 47%の同一性を示した. 緒言において記述した様に, III 型 AHAS の酵素活
性はバリンによるフィードバック阻害を受け(9, 11), またその転写はロイシンをシグ
ナル分子とした Lrp レギュロンの制御下にある事が知られている(12). 相同性検索の
結果から, K. europaeus も上記と類似のフィードバック制御機構を有する事が示唆さ
れたため, フィードバック制御系が欠損した BCAA 生産株の構築には, バリン又はロ
イシンアナログに対する耐性を付与する事が有効であると考えられた. 
 
 
 
KGMA0119 株の ABA 感受性  
	 上記を踏まえ, KGMA0119 株の ABA に対する感受性を解析した. KGMA0119 株を, 
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ABA を含む最少培地で培養したところ, その生育は著しく阻害され, 1mM ABA の添
加で細胞増殖はほぼ完全に停止した(図 2.4A). 一方, ABA による生育阻害効果は 1 
mM バリン, ロイシン, 又はイソロイシンの添加で部分的に解消された(図 2.4B). 特
にロイシンは高い回復効果を示した(図 2.4B). 更に, 3 種の BCAA 全てを添加すると, 
ABA による生育阻害は完全に解消された(図 2.4B). 
 
 
 
ABA 耐性株の作出  
	 KGMA0119株細胞をNTGで処理した後, 50 mM ABAを含む最少寒天培地に塗布し, 
#2.4. ABA<@I)4, BCAAABA<@I)*"/4. (A) ABA
K. europaeus<@I)4. KGMA01195(F<5)ABAJ8, 81+&
$	&K, J80<@',22(300H)E0:AG
(OD660)7D. ABA<@I)4, J80OD660100%
0=*
	>(N=3). (B) BCAAABA<@I)*"/4. KGMA01195, 
ABABCAA!1+&$	&K. *;(L
ABABCAA!
1+&$	&KB, 3, <@',22(300H)E0:
OD6607D. BCAA"/4, ABABCAAJ80OD660
100%
0=*	>(N=3). ABABCAA, ?9.1 mM
6
8. 3"CB-%>. 
0 
20 
40 
60 
80 
100 
0 1 2 3 4 5 
R
el
at
iv
e 
gr
ow
th
 (%
) 
ABA (mM) 
0 
50 
100 
R
el
at
iv
e 
gr
ow
th
 (%
) 
A B 
ABA 
Val 
Leu 
Ile 
− 
− 
− 
− 
+ 
− 
− 
− 
+ 
+ 
− 
− 
+ 
− 
+ 
− 
+ 
− 
− 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
  29 
ABA 耐性株(ABAr 株)の選抜を行った. 多数のコロニーが寒天培地上に形成され, そ
の内の一つを ABAr1-56 株として, 同株の ABA 耐性を検証した. 5 mM ABA を添加し
た最少培地でKGMA0119株及びABAr1-56株を培養したところ, KGMA0119株の生育
はほぼ完全に抑制されたのに対し, ABAr1-56 株は正常な生育を示した(図 2.5). 更に
同株は, 10 mM ABA 存在下でも同様の生育を示した(図 2.5). これらの結果から, 
ABAr1-56 株が ABA 耐性を有する事が確認された. 
 
 
 
ABA1-56 株の BCAA 生産能  
	 ABAr1-56 株を最少培地で培養し, 同株の生育特性解析, 及び BCAA 生産能の解析
を行った. ABAr1-56 株は, 親株である KGMA0119 株と同等の生育を示した(図 2.6A). 
培養液上清を経時的に採取し, 上清中に含まれる BCAA を TLC により分析した結果, 
ABAr1-56 株は定常期初期からバリン及びロイシンの蓄積を開始し, 培養 96 時間で, 
野生株と比較し著量のバリン及びロイシンを培養液中に蓄積した(図 2.6B). アミノ酸
自動分析計を用いて, 96 時間時点における ABAr1-56 株培養液上清中のバリン及びロ
イシン蓄積量を定量したところ, それぞれ 111 mg/l (約 1 mM)及び 20 mg/l (約 0.15 
mM)であった(図 2.6C). 一方, 野生株 KGMA0119 株は, いずれの BCAA も蓄積しなか
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った(図 2.6B 及び C) 
	 続いて, ABAr1-56株を用いたBCAA生産における最適基質の探索を行った. バリン
及びロイシンの初発基質はピルビン酸であり(図 2.3), 遊離ピルビン酸量を上昇させ
る事の出来る炭素源は, BCAA 生産量上昇を図る上で有効であると考えられた. 酢酸
菌の場合, ピルビン酸は通常エントナー-ドウドロフ経路, 或はペントースリン酸経
路より供給されるが(19), 環境中に過剰乳酸が存在する場合, 乳酸デヒドロゲナーゼ
(lactate dehydrogenase, LDH)による乳酸の酸化でも供給されうる(20). タイプ株のドラ
フトゲノム解析(18)からも, K. europaeus が LDH を保持する事が示唆されている(第 3
章参照). これを踏まえ, ABAr1-56 株を L-乳酸ナトリウム又はピルビン酸ナトリウム
を含む最少培地で培養したところ, バリン蓄積量の顕著な上昇が見られた(図 2.6D). 
標準物質シグナル強度との比較から, バリン蓄積量は両基質の添加でおよそ 2 倍に上
昇した(図 2.6D). 一方, ロイシンの蓄積量も上昇したが, バリンの様な顕著な増加は
見られず, 両基質添加の影響は限定的であった(図 2.6D). 
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第 4 節	 考察  
	 野生株 KGMA0119 株の生育は ABA により著しく阻害され, その阻害効果は BCAA
の添加により相殺された(図 2.4). 特に, 3種のBCAA全てを添加した際にABA阻害効
果が完全に解消された点, 及び ABA がバリンアナログである点を考慮すると, K. 
europaeus の BCAA 生合成における律速段階は AHAS の触媒する反応である可能性高
く, ABA 添加により AHAS 酵素活性が阻害され, 結果として 3 種の BCAA の生合成が
停滞したものと考えられる. この事から, K. europaeus AHAS は大腸菌 III 型 AHAS と
類似のフィードバック制御(バリンによるフィードバック阻害)を受ける事が示唆され
た. 一方, ロイシンが最も高い生育回復効果を示したが(図 2.4B), これは既報(11)と若
干異なっており, K. europaeus 固有の制御機構の存在が示唆される. 
	 ABAr1-56 株はバリン及びロイシンを培養液中に蓄積したが, 両者の蓄積量には差
異が見られた(図 2.6). 一般に, ロイシン生合成は二段階のフィードバック阻害により
制御されている . すなわち , AHAS 及び 2-イソプロピルリンゴ酸シンターゼ
(2-isopropylmalate synthase, IPMS) (図 2.3)が触媒する 2 反応が律速段階である(9). 後者
の場合 , ロイシンが IPMS に結合する事でその酵素活性が阻害される (21). K. 
europaeus も同様の機構を有する事が考えられ, ABAr1-56 株のロイシン蓄積がバリン
よりも少なかったのは, この様な多段階制御に起因する事が示唆される. また, イソ
ロイシン生合成もロイシン同様二段階の制御を受け, AHAS 及びスレオニンデアミナ
ーゼ(threonine deaminase, TD) (図 2.3)が律速酵素である(9). 更に, イソロイシンの初
発基質であるスレオニンは, ピルビン酸が, オキサロ酢酸及びアスパラギン酸を経由
する長い反応経路において代謝される事で供給されるため(図 2.3), スレオニンに至
るまでの過程において, 多くの炭素が流亡する事が予想される. 従って, 上記多段階
制御, 及び中枢代謝からの距離に起因する基質不足が, ABAr1-56 株がイソロイシンを
蓄積しなかった原因であると考えられる. 
	 フィードバック制御機構を欠損した微生物によるアミノ酸発酵は, 緒言でも述べた
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通り, 既に確立された技術である. 既報によれば, 本章内容と同様の手法で作出され
た S. marcescens (11)や C. glutamicum (22)は, 数十〜数百 mM ものバリンを培地中に蓄
積する. また近年, ゲノム解析等網羅的解析技術の進歩に伴い, アミノ酸を効率的に
産生させるために必須な変異を in silico で予測し, 代謝全体をデザインする事も可能
となった(23). この様な必須変異のみを集約した生産菌は, 従来法(ランダム変異の導
入及びその後の選抜)で得られた株と異なり, 不要な変異をゲノム中に持たない. 従
来法では, 生産性を上げるため薬剤による変異導入が複数回行われるが, その過程に
おいて, 微生物が元来有する頑健さ(robustness)が失われる場合が多い. 生産性全体
(個々の細胞の生産能, 及び最終菌体収量)を考慮する際, 頑健さの喪失は生産効率に
大きく影響しうる(24). 本章では, タイプ株 LMG 18890T 株(18)のドラフトゲノム情報
から, K. europaeus における BCAA 生合成経路及びフィードバック制御機構を予測し
た. 得られた知見を基に, ABA 耐性を付与する事で, バリン及びロイシンを生産する
変異株 ABAr1-56 株の作出に成功した(図 2.6). これにより, K. europaeus の新たな利用
法を提示出来たものと考えられる. しかしながら, その生産量(バリン, 111 mg/l; ロイ
シン, 20 mg/l)は既存の生産菌と比較して依然低い. 他の微生物において作出されてい
る様な高生産株の構築にはより合理的な代謝デザインが必要であり, その達成には K. 
europaeus における標的遺伝子破壊技術, 及びプラスミドを用いた遺伝子改変技術の
確立が必須である. これらに関しては, 第 3 章及び第 4 章において詳述した. また, 
ABAr1-56 株は BCAA 生産に寄与しない無数の変異をゲノム中に保持すると考えられ
る. 第 5 章では, ABAr1-56 株の変異点解析から, K. europaeus に BCAA 生産性を付与す
る変異を同定した. 更に, 第 3 章において確立した遺伝子破壊法を用いて, 親株に
ABAr1-56 株と同じ変異を導入する事で BCAA 生産菌を作出した. 併せて, その生産
機序についても詳述した. 
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第 5 節	 要約  
	 比較ゲノム解析から, Komagataeibacter europaeus は他の微生物と類似の分岐鎖アミ
ノ酸(branched-chain amino acid, BCAA)生合成経路を有しており, 過剰生産を抑制する
フィードバック制御機構の存在が推測された. 本章では, バリンアナログであるα-ア
ミノ酪酸(α-aminobutyric acid, ABA)耐性株を作出する事で, 本酢酸菌の BCAA 生産の
可能性を検討した. 食酢発酵液より単離されたK. europaeus KGMA0119株をN-メチル
-N’-ニトロ-N-ニトロソグアニジンで処理し, 多数の ABA 耐性株(ABA resistant, ABAr
株)を得た. その一つを ABAr1-56 株とし, その BCAA 生産能を解析した. ABAr1-56 株
は定常期初期からバリン及びロイシンを蓄積し, 最終的に 111 mg/l のバリン及び 20 
mg/lのロイシンを培養液中に蓄積した. バリン及びロイシンの初発基質はピルビン酸
であり, 細胞内の遊離ピルビン酸量の上昇が期待される L-乳酸ナトリウム及びピルビ
ン酸ナトリウムを添加して培養を行ったところ, 非添加時と比較してバリン蓄積量は
約 2 倍に上昇した. ロイシンの蓄積量も僅かに上昇した. 本章で得られた知見は, 酢
酸菌 K. europaeus が BCAA 生産菌として利用出来る可能性を示唆する.  
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第 3 章  
ウラシル要求性を指標とした遺伝子破壊技術の構築  
 
第 1 節	 緒言  
	 序論において記述した通り, 現時点における Komagataeibacter europaeus の研究例
は極めて限られており, 同酢酸菌を物質生産へ応用するには, 自己 DNA を選抜マー
カー遺伝子とした遺伝子破壊技術の確立が必須である. 内在性遺伝子を用いる遺伝子
破壊法として, 5-フルオロオロト酸(5-fluoroorotic acid, 5-FOA)及びピリミジン生合成
遺伝子を, それぞれ選択圧及び選抜マーカーとして用いる遺伝子破壊法が, 酵母(1), 
バクテリア(2, 3), 及び超好熱性アーキア(4-7)まで, 生物界をまたいで広く確立されて
いる. ピリミジン生合成における最終の 2 反応は, pyrE 遺伝子及び pyrF 遺伝子にコー
ド さ れ る , オ ロ ト 酸 ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (orotate 
phosphoribosyltransferase, OPRTase)及びオロチジン-5′-一リン酸デカルボキシラーゼ
(orotidine-5′-monophosphate decarboxylase, OMPdecase)が触媒する. ピリミジン生合成
系の中間代謝産物であるオロト酸は , 両酵素によりウリジン -5′-一リン酸
(uridine-5′-monophosphate, UMP)へと代謝されるが, オロト酸のフッ化物アナログであ
る 5-FOA も同様の反応を経て, 致死性の細胞毒 5-フルオロウリジン-5′-一リン酸
(5-fluorouridine-5′-monophosphate, 5-FUMP)へ転換される. 5-FUMP は UMP 同様に RNA
合成の基質として用いられるため, 結果として転写が攪乱される(図 3.1A). pyrE 又は
pyrF遺伝子の欠損により, 細胞は 5-FOA耐性を獲得するが, 同時にウラシル要求性と
なる(図 3.1A). この様に, 正常に機能する pyr遺伝子を保持するか否かにより, 細胞は
ウラシル原栄養性かつ5-FOA感受性, 又はウラシル要求性かつ5-FOA耐性を示す. こ
の性質を利用する事で, pyr 遺伝子を選抜マーカーとした双方向への選抜が可能とな
る. 
	 一般に食酢製造は, 異なる微生物が関与する多段階の発酵工程からなる. 第一に, 
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コウジカビによる米・穀物等の糖化が行われる. 第二に, 得られた糖化液を原料とし
て, 酵母によるエタノール発酵が行われる. 最後に, 酢酸菌がエタノールを酸化(酢酸
の生産)する事で食酢製造工程が完了する. この様に, 食酢製造には種々の微生物が
関与する事から, 食酢の香味は原料だけでなく, これら微生物が生産する様々な発酵
代謝産物(有機酸や揮発性成分)によって大きく影響される. 代表的な例として, アセ
トイン及びジアセチルが挙げられる. 両物質はチーズ或いはバター様の重い臭気を持
つ揮発性成分であり, 多くの乳製品に含まれる化合物である. 乳製品では好ましい風
味を与える一方で, 米酢や日本酒においては不快臭として認知されている. 実際に, 
アセトインやジアセチルを著量含む様な食酢は, 特に若い世代を中心に忌避される傾
向にある. 従って, 高品質な食酢を製造する上で, アセトイン及びジアセチルの蓄積
を厳密に管理する事は重要な課題の一つであると言える. 
	 乳酸菌や枯草菌等, 多くの微生物が発酵代謝産物としてアセトインを生産する. 上
記の通り, 乳製品において風味を特徴付ける物質である事から, それら微生物のアセ
トイン合成経路は詳細に研究されている(8-10). アセトインはピルビン酸を初発基質
とし, 中間代謝産物α-アセト乳酸を経由して合成される(図 3.5A). これら反応は, ピ
ルビン酸 2 分子を縮合するα-アセト乳酸シンターゼ(α-acetolactate synthase, ALS), 及
びα-アセト乳酸を脱炭酸する事でアセトインを生成するα-アセト乳酸デカルボキシ
ラーゼ(α-acetolactate decarboxylase, ALDC)により触媒される(図 3.5A). 一方, α-アセト
乳酸は化学的に不安定であるため, 非酵素反応的に脱炭酸され, ジアセチルを生じる
(図 3.5A). 生じたジアセチルは更に, ジアセチルレダクターゼ(diacetyl reductase, DR)
によりアセトインへと還元される(図 3.5A). アセトイン合成経路は, 分岐鎖アミノ酸
(branched-chain amino acid, BCAA)生合成経路と中間代謝産物(ピルビン酸及びα-アセ
ト乳酸)を共有し, BCAA生合成経路の律速酵素であるアセトヒドロキシ酸シンターゼ
(acetohydroxyacid synthase, AHAS)は ALS と同じ反応を触媒する(11). しかしながら, 
両代謝経路の生理学的意義は大きく異なる. BCAA 生合成経路が炭素の同化経路であ
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るのに対し, アセトイン合成経路は, 所謂「オーバーフロー代謝」の一つである(12). 
環境中に炭素源が過剰に存在する場合, 中枢代謝における代謝不均衡が生じうる. 結
果として, 中枢代謝の集約点に位置するピルビン酸が過剰に蓄積し, 細胞内の酸性化
が引き起こされる. 乳酸菌や枯草菌はこの様な状況を回避するため, ピルビン酸を中
性のアセトインへと転換する事で, 細胞内の恒常性を保つと考えられている(10, 13). 
更に, これら微生物は過剰炭素をアセトインとして外部に貯蔵し, 栄養饑餓時に炭素
源として利用する事も知られている事から(9), アセトイン合成経路は微生物の生存
戦略上重要な代謝経路である事が示唆される. 酢酸菌を過剰乳酸存在下で培養すると
アセトインを蓄積する事が古くから知られており(14, 15), この事から, 他の微生物種
と同様の意義・機能を有するアセトイン合成経路を, 酢酸菌も保持する事が示唆され
る. 
	 これら背景を踏まえ, K. europaeus における内在性 pyrE 遺伝子を選抜マーカーとし
た遺伝子破壊技術を構築すると共に, 同技術を用いてアセトイン合成経路遺伝子
aldC 及び als を破壊する事で, アセトイン非生産株の構築を試みた. 
 
 
第 2 節	 実験材料及び方法  
供試菌株及び培地  
	 本章において供試した菌株及びプラスミドを表 3.1 に記載した. K. europaeus の培養
には, yeast-peptone-dextrose (YPD)培地(16)又は最少培地(16)を用いた. 培養は全て
30°C で行い, 液体培養の際は往復振盪 150 rpm で行った. 特に明記しない限り, 両培
地に 0.4% (wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸を加えて培養を行った. 固形培地
での培養の際は, YPD 培地及び最少培地に 9 g/l の寒天を加えたものを用いた. pyrE 欠
失株に選抜には, 最少寒天培地に 0.2% (wt/vol) 5-FOA (和光純薬, 大阪)及び 60 µg/ml 
ウラシルを添加したものを用いた. 遺伝子破壊ベクターの構築には大腸菌 DH5α株
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(タカラバイオ, 滋賀) (17)を用いた. DH5α株の培養には 50 µg/ml アンピシリン(シグ
マ・アルドリッチ社, アメリカ合衆国)を添加した Lysogeny broth (LB 培地) (18)を用い, 
37°C で培養した.  
 
DNA 操作及びシーケンス解析  
	 一般的な DNA 操作に関する手法は既報(18)に準拠した. K. europaeus のピリミジン
生合成経路及びアセトイン合成経路, 及びそれら代謝経路に関与する酵素遺伝子の塩
基配列は, タイプ株 LMG 18890T 株のドラフトゲノム配列(19)に対する相同性検索
(TBLASTN)により同定した. クエリとして, 完全ゲノム配列が決定されている近縁種
酢酸菌 Komagataeibacter xylinus NBRC3288 株(20)の, 対応するアミノ酸配列を用いた
(pyrE, YP_004867468; pyrF, YP_004868701; aldC, YP_004868152; als, YP_004868151). 
PCR の際の DNA ポリメラーゼとして, KOD plus (東洋紡, 大阪)又は Pfu-X (グライナ
ー社, ドイツ)を用いた. PCR プライマーは, タイプ株 LMG 18890T 株のドラフトゲノ
ム配列を基に設計した. 制限酵素及び各種修飾酵素は, タカラバイオ又はニッポン・
ジーン(東京)より購入した. アガロースゲル電気泳動後の標的 DNA の精製には, 
NucleoSpin Gel and PCR Cleanup Kit (タカラバイオ)を用いた. 遺伝子破壊ベクター構
築には, クローニングベクターとして pUC19 (21)又は pBR322 (22)を用いた(共にタカ
ラバイオ). プラスミド DNA の抽出は, アルカリ抽出法(18)又は Plasmid Midi Kit (キア
ゲン社, ドイツ)を用いて行った. DNA シーケンス解析は, BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit ver. 3.1 及び Model 3130 Capillary Sequencer (共にアプライド・バイオシ
ステムズ社, アメリカ合衆国)を用いて行った. 
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遺伝子破壊ベクターの構築  
	 遺伝子破壊ベクターの構築に用いた PCR プライマーを, 図 3.1 及び 3.5, 及び表 3.2
に記載した. 尚, 標的遺伝子は遺伝子破壊ベクターとの相同組換え(double crossover 
homologous recombination)により破壊した. また, 特に明記のない限り, 被破壊遺伝子
を含む領域の PCR増幅の際には, K. europaeus KGMA0119株(野生株)の全DNAを鋳型
として用いた. DNA 断片の連結には, DNA リガーゼ(Ligation-Convenience Kit, ニッポ
ン・ジーン)を用いた. 必要に応じ, プライマーの 5′末端を, T4 ポリヌクレオチドキナ
ーゼ(タカラバイオ)を用いてリン酸化した. pyrE 翻訳領域(open reading frame, ORF), 
及びその 5′側上流及び 3′側下流領域(共に 1.0 kb)を含む 2.7 kb の領域を, EU-F 及び
ED-R を用いた PCR により増幅した(図 3.1B). 得られた PCR 産物及び pUC19 を EcoRI
	  
F−, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, 
recA1, endA1, hsdR17(rK−, mK+), phoA, supE44, λ−, 
thi-1, gyrA96, relA1 
'3.1. (&	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及び BamHI で消化した後, 両者を連結した. 次に, 5′末端をリン酸化した E5′-R 及び
E3′-F を用い, 中間プラスミドを鋳型としたインバース PCR(図 3.1B)を行う事で, pyrE 
ORF の 672 bp を除去した. 得られた PCR 産物を自己環化させ, これを pyrE 破壊ベク
ター(pUC19-ΔpyrE)とした(図 3.3). 
	 続いて, 以下に示す手順で aldC及び als破壊ベクターを構築した. 5′末端をリン酸化
したEP-F2及びE-R4を用いて, pyrE ORF全長及びそのプロモーター領域を含む 1.5 kb
の領域(pyrE マーカー)を PCR 増幅した(図 3.1B). 次に, aldC ORF 及びその 5′側上流及
び 3′側下流領域(共に 1.0 kb)を含む 2.9 kb の領域を, aldC-F 及び aldC-R を用いて PCR
増幅した(図 3.5B). 得られた PCR 産物及び pBR322 を EcoRI 及び ClaI で消化した後, 
両者を連結した. 得られた中間プラスミドを鋳型とし, aldC-i1及び aldC-i2を用いたイ
ンバース PCR(図 3.5B)を行う事で, aldC ORF の 813 bp を除去した. 得られた PCR 産
物 , 及び 5′末端をリン酸化した pyrE マーカーを連結し , aldC 破壊ベクター
(pBR322-ΔaldC::pyrE)とした(図 3.6A). 同様に, als ORF及びその5′側上流及び3′側下流
領域(共に 1.0 kb)を含む 3.4 kb の領域を, als-F2 及び als-R2 を用いて PCR 増幅した(図
3.5B). 得られた PCR 産物及び pBR322 を ClaI 及び BamHI で消化した後, 両者を連結
した. 得られた中間プラスミドを鋳型とし, als-i1 及び als-i2 を用いたインバース
PCR(図 3.5B)を行う事で, als ORF の 1,509 bp を除去した. 得られた PCR 産物, 及び 5′
末端をリン酸化した pyrEマーカーを連結し, als破壊ベクター(pBR322-Δals::pyrE)とし
た(図 3.6B). 
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遺伝子破壊株の構築  
	 K. europaeus の遺伝子破壊は, 遺伝子破壊ベクターをエレクトロポレーション法
(23)により導入する事で行った. 始めに, 以下に示す手順に従い pyrE 欠失株を作出し
た. KGMA0119 株を, 1.6% (wt/vol)エタノール及び 1.0% (vol/vol)セルラーゼ(シグマ・
アルドリッチ社)を添加した 30 ml YPD 培地で対数期中期(OD660 = 0.2−0.3)まで培養し, 
 
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a 制限酵素認識配列を下線で示した. 
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細胞を遠心分離(4°C, 6,000 × g, 5 分)により回収した. 菌体ペレットを氷冷した滅菌水
に再懸濁した後, 再度遠心分離で菌体を回収した. 続いて, 菌体ペレットを氷冷した
10% (vol/vol)グリセロールに再懸濁した後, 遠心分離により菌体を回収した. このグ
リセロール溶液による洗浄を計 2 回行い, 最終的に OD660 値が 30 となる様, 菌体を少
量の 10%グリセロールに再懸濁した. これをコンピテントセルとし, 使用時まで
−80°C で凍結保存した. 45 µl のコンピテントセルと pyrE 破壊ベクター(pUC19-ΔpyrE)
を, 氷冷したエレクトロポレーションキュベット(ギャップ幅 0.1 cm, バイオラッド・
ラボラトリーズ社, アメリカ合衆国)内で混和した後, ECM630 Electroporation System 
(ハーバード・アパラタス社, アメリカ合衆国)を用いて電気パルス(2.5 kV, 200 Ω, 25 
µF)を与えた. 細胞を, 氷冷した 1 ml YPD 培地に直ちに懸濁し, 30°C で 16 時間振盪培
養した. 培養液を生理食塩水(塩化ナトリウム 8.5 g/l)で適宜希釈し, 5-FOA 及びウラシ
ルを添加した最少寒天培地に塗布した後, 30°C で 2−3 日間保温した. 寒天上に生じた
5-FOA 耐性かつウラシル要求性を示すコロニーを候補株とし, それらから全 DNA を
抽出した. 候補株の遺伝子型は, 抽出した全DNAを鋳型とし, EP-F3及び E-R4を用い
た PCR(図 3.3), 得られた PCR 産物のシーケンス解析, 及びサザンブロット解析(下記
参照)により同定した. 得られた pyrE 欠失株を KGMA0704 株(ΔpyrE)とし(図 3.3), 以
降の遺伝子破壊実験に供試した. 
	 KGMA0704 株を用い , 上記と同様の手法でコンピテントセルを作製した . 尚 , 
KGMA0704 株の培養には, YPD 培地にウラシルを添加したものを用いた. KGMA0704
株コンピテントセル, 及びaldC破壊ベクター(pBR322-ΔaldC::pyrE)又はals破壊ベクタ
ー(pBR322-Δals::pyrE)を, 氷冷したエレクトロポレーションキュベット内で混和し, 
上記と同条件の電気パルスを与えた. 細胞を, 氷冷した 1 ml YPD 培地に直ちに懸濁
し, 30°Cで 3時間振盪培養した. 遠心分離(4°C, 6,000 × g, 5分)により菌体を回収し, 生
理食塩水に再懸濁して洗浄した. 再度遠心分離により回収した菌体を少量の生理食塩
水に懸濁し, それをウラシル非添加の 5 ml 最少培地へ接種した. ウラシル原栄養性
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株を集積するため, 30°C で 48 時間以上培養した. 培養液を生理食塩水で適宜希釈し, 
ウラシル非添加の最少寒天培地に塗布した後, 30°C で 2−3 日間保温した. 寒天上に生
じたコロニーを候補株とし, それらから全 DNA を抽出した. 候補株の遺伝子型は, 
pyrE欠失株と同様に, 全DNAを鋳型とした PCR, PCR産物のシーケンス解析, 及びサ
ザンブロット解析(下記参照)により同定した. aldC 及び als 遺伝子座の PCR 増幅には, 
それぞれ aldC-F2 – aldC-R2 及び als-F2 – ldh-i2 のプライマーペアを用いた(図 3.6). 得
られた aldC 破壊株及び als 破壊株を, それぞれ KGMA4004 株(ΔpyrE ΔaldC::pyrE)及び
KGMA5315 株(ΔpyrE Δals::pyrE)とし, 以降の実験に供試した. 
 
サザンブロット解析  
	 サザンブロット解析は, DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (ロ
シュ社, アメリカ合衆国)を用いて行った. KGMA0119 株及びその派生株から全 DNA
を抽出し, 得られた全 DNA 5 µg を, pyrE 遺伝子座を標的とした際は PvuII, aldC 及び
als遺伝子座を標的とした際はSmaIで消化し(図 3.3及び3.6), 制限断片を0.7% (wt/vol)
アガロースゲル電気泳動により分離した後, エレクトロブロッティング法(Trans-Blot 
Cell, バイオラット・ラボラトリーズ社) (18)によりナイロンメンブレン(Hybond-N+, 
GE 社, アメリカ合衆国)へ転写した. プローブとして, 図 3.3 及び 3.6 に示した pyrE 
probe 及び aldC probe を用いた. 両プローブは, pyrE-probe-F1 – pyrE-probe-R1 及び
aldC-probe-F1 – aldC-probe-R1 のプライマーペアを用い, KGMA0119 株全 DNA から
PCR 増幅した(図 3.3 及び 3.6). 得られた PCR 産物をジゴキシゲニン(digoxigenin, 
DIG)-dUTP で標識し, ハイブリダイゼーション反応(50°C, 16 時間)に用いた. ハイブ
リダイゼーションの手順は, メーカー推奨のプロトコールに準拠した. 
 
ガスクロマトグラフィー(gas chromatography, GC)による揮発性成分の定量  
	 KGMA0119 株, KGMA4004 株, 及び KGMA5315 株を, 0.3% (wt/vol) L-乳酸ナトリウ
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ムを添加した 30 ml YPD 培地で培養し, 少量の培養液上清を経時的に採取した. 上清
中のエタノール, 酢酸, アセトイン, 及びジアセチル濃度を GC (GC-14A, 島津製作所, 
京都)により定量した. 成分の分離にはパックド・カラム(polyethylene glycol 20M 10% 
ShinCarbon A 60/80 2.1 m × 3.2 mm, 信和化工, 京都)を用いた. カラム・オーブンの温
度は, 60°C で 3 分間保持した後, 昇温速度 10°C/分で 200°C まで上昇させた. 
 
塩基配列のアクセッション番号  
	 K. europaeus KGMA0119株の pyrE, pyrF, aldC, als, 及び 16S rRNA遺伝子の塩基配列
は, それぞれ AB818355, AB818356, AB818357, AB828456, 及び AB818453 のアクセッ
ション番号の下, データベース DDBJ, EMBL, 及び GenBank に登録された. 
 
 
第 3 節	 結果  
K. europaeus のピリミジン生合成経路  
	 K. europaeusにおけるピリミジン生合成経路を推定するため, タイプ株LMG 18890T
株のドラフトゲノム配列(19)に対する相同性検索(TBLASTN)を行った. クエリとして, 
近縁種 K. xylinus NBRC3288 株(20)の, ピリミジン生合成酵素群のアミノ酸配列を用い
た. その結果, ピリミジン生合成に必須な 6 酵素(及びそのサブユニット)をコードす
る, 8 つの ORF が同定された. この事から, K. europaeus も他の微生物と同様の, 一般
的なピリミジン生合成経路を持つ事が示された(図 3.1). OPRTase をコードする pyrE 
遺伝子は 26 番コンティグ(CADP01000026)上において同定され, グルタミン酸ラセマ
ーゼ遺伝子 (glutamate racemase, gr)とクラスター構造を形成していた (図 3.1B). 
OMPdecase をコードする pyrF 遺伝子は 8 番コンティグ(CADP01000008)上に位置し, 
未知タンパク質(hypothetical protein)をコードする遺伝子, 及びアントラニル酸イソメ
ラーゼをコードする trpFとクラスターを形成していた. K. europaeusのOPRTaseは253
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アミノ酸残基から成り, その配列は K. xylinus NBRC3288 の OPRTase (YP_004867468)
と 98%, 大腸菌 K-12 株の OPRTase (NP_418099)と 33%の同一性を示した. 同様に, K. 
europaeus の OMPdecase は 235 アミノ酸残基から成り , K. xylinus NBRC3288 
(YP_004868701)及び大腸菌K-12株(NP_415797)のOMPdecaseオルソログと, それぞれ
82%及び 43%の同一性を示した. 
 
  
 
 
EU-F
Gln + H2O + CO2
OMP
UMP
5-FOA
5-FOMP
5-FUMP 
PRPP
PPi
CO2
PRPP
PPi
CO2
OPRTase 
(pyrE)
OMPdecase 
(pyrF)
Orotic acid
A 
B 
E-R4EP-F2
cs grpyrE
ED-RE5′-R E3′-F
1 kb 
23.1. K. europaeus&#'=17BE0pyrEF+45. (A)  9LMG 18890T
9%$H-8;	K. europaeus
&#'=17BE. 
PRPP, 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate; PPi, pyrophosphate; OMP, orotidine-5′-
monophosphate; UMP, uridine-5′-monophosphate; 5-FOA, 5-fluoroorotic acid; 5-FOMP, 5-
fluoroorotidine-5′-monophosphate; 5-FUMP, 5-fluorouridine-5′-monophosphate; OPRTase, 
orotate phosphoribosyltransferase; OMPdecase, orotidine-5′-monophosphate decarboxylase. (B) 
K. europaeuspyrEF+45. :62)G0*G
A	?., pyrE@3!
(0pyrE"((,D
>	 %"(C(23.3/<). cs, citrate 
synthase; gr, glutamate racemase.  
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 続いて, K. europaeus の 5-FOA 感受性を解析するため, 野生株である KGMA0119 株
を, 0.2% 5-FOA を含む最少培地で培養したところ, その生育は著しく阻害された(図
3.2). また一般に, pyrE 或いは pyrF の欠損により, 細胞は 5-FOA 耐性を獲得する代わ
りにウラシル要求性となる(1). この事が K. europaeus にも該当するかどうかを検証す
るため, KGMA0119 株を YPD 液体培地で対数期中期まで培養し, 得られた細胞を, 
5-FOA及びウラシルを添加した最少寒天培地に塗布した. 多数のコロニーが寒天培地
上に形成されたが, そられのうち 5-FOA 耐性かつウラシル要求性を示す株のみを選
抜した. 両表現型を示す株は, 2.9 × 10-6 の頻度で出現した. その中から無作為に 10 株
を選抜し, pyrE 及び pyrF 遺伝子座のシーケンス解析を行った. その結果, 調査した全
ての株において, pyrE又はpyrF ORF中に, アミノ酸置換又はナンセンス変異を伴う点
変異が検出された(データ示さず). これらの結果は, K. europaeus においても pyr 遺伝
子を選抜マーカーとした遺伝子破壊系構築が可能である事を強く示唆する. これを踏
まえ, pyrE 欠失株の作出を試みた. 
 
 
 
pyrE 欠失株の構築  
	 第 2 節に記述した手法により, KGMA0119 株へ pyrE 破壊ベクター(pUC19-ΔpyrE)を
0.001  
0.010  
0.100  
1.000  
10.000  
0 8 16 24 32 40 48 
O
D
66
0
Time (h)
3.2. KGMA0119($!)5-FOA
. KGMA0119, 0.2% 5-FOA	
, 
&. ", 5-
FOA%; ', 5-FOA. 
 #(N=3). 
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導入する事で, pyrE 欠失株の作出を試みた(図 3.3). 5-FOA 耐性及びウラシル要求性を
示す複数の候補株が得られ, その一つを KGMA0704 株として以下の実験に供試した. 
KGMA0119 株及び KGMA0704 株を最少培地で培養したところ, KGMA0119 株はウラ
シル添加の有無を問わず生育したのに対し, KGMA0704 株はその正常な生育にウラシ
ルを要求した(図 3.4). 続いて, KGMA0704 株の遺伝子型を, PCR 及びサザンブロット
解析により同定した. KGMA0119 株及び KGMA0704 株の pyrE 遺伝子座を, EP-F3 及び
E-R4 (図 3.3)を用いて PCR増幅した. その結果, KGMA0704株の pyrE遺伝子座(1.0 kb)
は, 親株である KGMA0119 株(1.7 kb)よりも短い事が明らかとなった(図 3.7A). 更に, 
pyrE ORF 上流領域と相補な pyrE probe (図 3.3)を用いたサザンブロット解析からも同
様の結果が得られた(KGMA0119 株, 3.9 kb; KGMA0704 株, 3.2 kb) (図 3.7A). これら結
果は pyrE 遺伝子の欠失を示すものであり, この事は PCR 産物のシーケンス解析から
も確認された. 一方, KGMA0704 株の pyrF 遺伝子に変異は生じておらず, KGMA0704
株の 5-FOA 耐性かつウラシル要求性は, pyrE 欠失のみに起因する事が示された. これ
らを踏まえ, KGMA0704 株(ΔpyrE)を宿主として, 以降の遺伝子破壊実験を行った. 尚, 
pyrE 遺伝子の欠失は, PCR により調製した直鎖状 DNA の導入でも達成可能である(デ
ータ示さず). 
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aldC 及び als 破壊株の構築  
	 次に, K. europaeusにおけるアセトイン合成経路を推定した. ピリミジン生合成経路
KGMA0119 
(wild-type) 
KGMA0704 
(ΔpyrE) 
PvuII 
digest 
(kb)
3.9
3.2
PCR 
fragment 
(kb)
1.7 
1.0
EP-F3 E-R4 pyrE probe 
EP-F3 E-R4 pyrE probe 
pUC19-ΔpyrE (4,614 bp)
cs grpyrE
ColE1 ori
Selection of 
5-FOAr, Ura−
1kb 
P P
P P
63.3. pyrEJ:GHU. pyrES9#)(pUC19-ΔpyrE)KGMA0119G(dPG)=
-, 5-FOAWB%&YKBG`C. ApyrEJ:GKGMA0704
G(ΔpyrE)	. KGMA0704Ga+;7, (!' ZE, PCR (63.70M), 1
APCRQO)(ZE
4<. ZE
R"')!
(pyrE probe)1"%$)(EP-F3 – E-R4), I@6*b
T. FX,DNAPvuII
L/
ApyrEa+;?5L/DNe, 16
T"%$)R
PCR
8>QOeI@62
T(63.70M). P, PvuII]^c
.. 3a+;\V63.1
[_. 
Ampr 
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Time (h)
3 . 4 . p y rE&$.'! . 
KGMA0119$(1*$)	KGMA0704$
(ΔpyrE), 60 µg/ml 
, "
#3. ,: +, 
2(; 4, (. 0: /, 
KGMA0119$; , KGMA0704$. 
%) -(N=3). 
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推定時と同様に, K. xylinus NBRC3288 株の対応するアミノ酸配列をクエリとし, K. 
europaeus LMG 18890T 株ドラフトゲノム配列に対して相同性検索(TBLASTN)を行っ
た. その結果, α-アセト乳酸デカルボキシラーゼをコードする aldC 遺伝子が, 6 番コン
ティグ(CADP01000006)上で同定された. aldC は als, ldh (乳酸デヒドロゲナーゼ[lactate 
dehydrogenase, LDH]をコード), 及び pdc 遺伝子(ピルビン酸デカルボキシラーゼ 
[pyruvate decarboxylase, PDC]をコード)とクラスターを形成していた (図 3.5B). この
結果から, K. europaeusは他種酢酸菌同様, 乳酸をアセトインへ転換する事が示唆され
た. 更に, 48 番コンティグ(CADP01000048)上において, ジアセチルレダクターゼをコ
ードすると考えられる ORF も同定された. その ORF のコードするアミノ酸配列は, 
乳酸菌 Lactococcus lactis のオルソログ(YP_001031692)と比較的高い同一性(34%)を示
した. K. europaeus の ALDC は 296 アミノ酸残基からなり, K. xylinus NBRC3288 株 
(YP_004868152)及び Bacillus subtilis (CAB07786)のオルソログと, それぞれ 95%及び
40%の同一性を示した . また , K. europaeus の ALS は B. subtilis のオルソログ
(CAB07802)と高い同一性(50%)を示した. これらの結果から, K. europaeus は, 枯草菌
や乳酸菌と同様のアセトイン合成経路を保持する事, 並びに, aldC 又は als の破壊が, 
アセトイン生産能を低下させる上で効果的である事が示唆された. 
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 上記を踏まえ, KGMA0704 株へ aldC 破壊ベクター(pBR322-ΔaldC::pyrE)又は als 破
壊ベクター(pBR322-Δals::pyrE)を導入し, aldC 又は als 破壊株の作出を試みた(図 3.6). 
ウラシル原栄養性を示すコロニーが複数得られ, aldC 及び als 破壊実験で得られた候
補株の一つを, それぞれ KGMA4004 株及び KGMA5315 株として, それらの遺伝子型
を PCR 及びサザンブロット解析により同定した. KGMA0119 株, KGMA0704 株, 及び
KGMA4004 株の aldC 遺伝子座を, aldC-F2 及び aldC-R2(図 3.6A)を用いて PCR 増幅し
た. その結果, KGMA0119 株及び KGMA0704 株から増幅された DNA 断片(1.8 kb)と比
較して, KGMA4004 株からはより長い DNA 断片(2.4 kb)が増幅された(図 3.7B). aldC 
-3.5. K. europaeus",3>A+aldCB&/1. (A) 5LMG 18890T5
! D(47	K. europaeus
",3>A. LDH, 
lactate dehydrogenase; PDC, pyruvate decarboxylase; ALS, α-acetolactate synthase;  AHAS, 
acetohydroxyacid synthase; ALDC, α-acetolactate decarboxylase; DR, diacetyl reductase. 0?
+<?;), ",3>A+BCAA9,3>A=. (B) K. 
europaeusaldCB&/1. 62-$C+%C
, als<.#+aldC<
.#'@
:	!#=	(-3.6*8) . aldC , α-acetolactate 
decarboxylase; als, α-acetolactate synthase; ldh, lactate dehydrogenase; pdc, pyruvate 
decarboxylase. 
Lactate Pyruvate α-aceto lactate
Acetoin
Acetaldehyde
Val
LDH
PDC
ALDC
ALS
CO2
CO2
AHAS
BCAAs biosynthetic pathway
Acetoin pathway
CO2
Chemical decarboxylation 
in aerobic condition
DiacetylDR
A 
B 
1 kb 
aldC als ldh pdc
aldC-F aldC-i2 aldC-i1 aldC-R
als-F2 als-R2als-i2 als-i1
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ORF 上流領域と相補な aldC probe (図 3.6A)を用いたサザンブロット解析からも同様
の結果が得られた(KGMA0119株及びKGMA0704株, 2.4 kb; KGMA4004株, 3.1 kb) (図
3.7B). 次に, KGMA5315 株 als 遺伝子座の遺伝子型を解析した. als 遺伝子座が pyrE マ
ーカーにより置換された場合, als ORF 中の SmaI 及び EcoRI 認識部位は消失する(図
3.6B). これを踏まえ, KGMA0119 株, KGMA0704 株, 及び KGMA5315 株の als 遺伝子
座を, als-F2 及び ldh-i2 を用いて PCR 増幅した(図 3.6B). 全ての株から 3.0 kb の PCR
産物が検出されたが(図 3.7C), 得られた産物を EcoRI で消化したところ, KGMA5315
株由来の PCR 産物のみ切断されなかった(図 3.7C). 更に, 上記 3 株の全 DNA を SmaI
で消化した後, aldC probe (図 3.6B)を用いたサザンブロット解析を行ったところ, 
KGMA5315 株(3.7 kb)からは, KGMA0119 株及び KGMA0704 株(2.4 kb)よりも長い
DNA 断片が検出された(図 3.7C). これらの結果は, KGMA4004 株及び KGMA5351 株
の aldC 及び als 遺伝子が pyrE 遺伝子により置換された事を示すものであり, 両遺伝
子の破壊は PCR 産物のシーケンス解析からも確認された . KGMA4004 株及び
KGMA5315 株を, それぞれ aldC 破壊株(ΔpyrE ΔaldC::pyrE)及び als 破壊株(ΔpyrE 
Δals::pyrE)とし, 両株のアセトイン生産能を以降の実験で検証した. 
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KGMA4004 
(ΔpyrE 
ΔaldC::pyrE) 
SmaI 
digest 
(kb)
2.4
3.1
PCR 
fragment 
(kb)
1.8
2.4
KGMA0704 
(ΔpyrE) 
2.4
3.7
3.0
3.0
pBR322-ΔaldC::pyrE (7,880 bp)
aldC-F2 aldC-R2 aldC probe 
aldC-F2 aldC-R2 
aldC als
pyrE
ColE1 ori
pyrE
Selection 
of Ura+
Ampr 
aldC 
probe 
S S
S S
KGMA0704 
(ΔpyrE) 
KGMA5315 
(ΔpyrE  
Δals::pyrE) 
als-F2 ldh-i2 aldC probe 1 kb 
ldh-i2 als-F2 
aldC als ldh
pBR322-Δals::pyrE (7,425 bp) 
ColE1 ori
pyrE
pyrE
Selection 
of Ura+
Ampr 
aldC 
probe 
S S SE
S S
A 
B 
SmaI 
digest 
(kb)
PCR 
fragment 
(kb)
83.6. aldC3alsR;I
JT. (A) aldCR;I
JT. (B) alsR;I
JT. aldCR;"
((pBR322-ΔaldC::pyrE)2alsR;"((pBR322-Δals::pyrE)KGMA0704I
(ΔpyrE)>-, $%0HcCI^D. BaldC2alsR;I, 
KGMA4004I(ΔpyrE ΔaldC::pyrE)2KGMA5315I(ΔpyrE Δals::pyrE). _*
<R;I
_*<9, ' &WF, PCR(83.71M), 3BPCRPO

('WF	6=. WF	Q!&( (aldC probe)3!$#
((aldC-F2 – aldC-R23als-F2 – ldh-i2), KA8)`	S. GV+DNA
SmaIL/
	B, aldC2als_*<@],7L/EN
b, 38	S!$
#(QPCR	:?PO
bKA84	S. S, SmaIZ[a.; 
E, EcoRIZ[a.. 5_*<
YU83.5	X\. 
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aldC 破壊株及び als 破壊株のアセトイン生産能  
	 KGMA0119 株, KGMA4004 株, 及び KGMA5315 株を, L-乳酸ナトリウムを添加した
YPD 培地で培養し, 培養液中の揮発性成分を GC により定量した. 上記 3 株はほぼ同
様の生育特性を示した(図 3.8A). また, エタノール酸化能(酢酸生産能)に関しても, 3
株間で明瞭な差異は観察されなかった(図 3.8D 及び E). 一方で, KGMA4004 株のアセ
トイン生産能は顕著に低下しており, 34 時間の培養で, 野生株 KGMA0119 株が
0.042%のアセトインを蓄積したのに対し(図 3.8B 及び 3.9B), KGMA4004 株は 0.009%
であった(図 3.8B及び3.9C). KGMA4004株は対数期後期から定常期初期にかけて微量
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(3.6	B
. 
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のジアセチルを蓄積したが, 定常期後期では検出されなかった(図 3.8C 及び 3.9C). 続
いて, 実際の食酢製造条件下におけるアセトイン生産能を検証するため, KGMA0119
株及び KGMA4004 株を, 0.3% L-乳酸ナトリウムを添加したもろみ(日本酒と食酢の混
合物)に接種し, ジャーファーメンターを用いて培養した. その結果, YPD 培地におけ
る培養時と同様に, KGMA4004 株のアセトイン蓄積量は, KGMA0119 株と比較して著
しく低下していた(KGMA0119 株, 0.074%; KGMA4004 株, 0.024%). 対照的に, als 破壊
株である KGMA5315 株は予想に反して, 野生株とほぼ同程度のアセトインを培養液
中に蓄積した(KGMA0119 株, 0.042%; KGMA5315 株, 0.037%) (図 3.8B 及び 3.9D). 
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第 4 節	 考察  
	 発酵食品の香味は, 発酵工程に関与する様々な微生物により生産させる低分子化合
物(アルコール, アルデヒド, 短鎖有機酸, 及びエステル)によって大きく影響される
(24, 25). そのため, それら化合物存在比の僅かな違いが種々の発酵食品に固有の香味
を与える(26). 従って, ヒトにとって好ましい香味を有する発酵食品の開発のために
は, 発酵に関与する微生物の代謝コントロールが重要な課題の一つと言える. 一般に, 
食品製造上有用な表現型を持つ微生物を育種する際には, 薬剤によるランダム変異の
導入, 及びそれに続くスクリーニングが現在でも広く採用されている. しかしながら, 
適切かつ合理的な選抜法の設計が困難な場合も多く, 目的の表現型を有する微生物の
単離には多大な時間と労力を要する場合が少なくない. また, 薬剤処理の際に, 望ま
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しくない無数の変異がゲノム中に蓄積するため, 往々にしてその微生物が元来持つ頑
健さ(robustness)が失われる. 頑健さの喪失は生産性に大きく影響するため, 有用菌株
の育種にはより合理的な代謝デザインが必須である. それらを解決するため, 本章で
は, ウラシル要求性を指標とした K. europaeus における遺伝子破壊技術を確立した. 
これにより, K. europaeus 代謝改変のための技術基盤を構築出来た. 更に, 本技術は選
抜マーカーとして内在性遺伝子を用いている点, 及び化学的に合成された DNA(PCR
産物)の導入でも遺伝子破壊が可能である点から, 得られた遺伝子破壊株は法的に定
義された「遺伝子組換え体」には該当しないものと考えられる. 従って, 従来までの
異種生物由来抗生物質耐性遺伝子を用いる手法とは一線を画すものであり, 将来的な
工業生産への応用も期待出来るであろう. 実際に, 類似のセルフクローニング法によ
り作出された清酒酵母の, 日本酒生産への応用例も報告されている(27). 
	 本章において確立した遺伝子破壊技術の有効性を検証するため, 食酢における不快
醸造香アセトインの生成に関与する aldC 又は als 遺伝子を破壊した株を構築した. 
aldC 破壊株 KGMA4004 株のアセトイン生産能は, 野生株 KGMA0119 株と比較して著
しく低下していた(図 3.8 及び 3.9). その一方で, KGMA4004 株は野生株と同等の生育
を示し, また, 食酢製造において最も重要な形質であるエタノール酸化能にも差異は
見られなかった(図 3.8). KGMA4004 株は一時的に極微量のジアセチルを蓄積したが, 
定常期以降の蓄積は見られなかった(図 3.8C 及び 3.9C). これは, 生成したジアセチル
がジアセチルレダクターゼにより, アセトインへ転換されたためと考えられる(図
3.5A). 従って, KGMA4004 株を用いる事で, 不快醸造香のみが低減された食酢の製造
が可能であると考えられる. 一方, aldC 破壊株と同様に, アセトイン生産性の低下が
期待された als 破壊株 KGMA5315 株は, 予想に反して野生株とほぼ同等のアセトイン
を培養液中に蓄積した(図 3.8C 及び 3.9D). 図 3.5A に示した通り, K. europaeus を含め
多くのバクテリアは, ALS に加え, ピルビン酸からα-アセト乳酸を合成する酵素とし
て AHAS(BCAA 生合成における律速酵素)を持つ. ALS 及び AHAS は生理学的に異な
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る機能を有するが, 他の微生物において, AHAS がオーバーフロー代謝にも寄与しう
る事が知られている(28). KGMA5315 株が野生株と同等のアセトイン生産性を示した
のは, この様な AHAS の二次的な機能によるものと考えられる. 
	 本章において確立した技術により任意の遺伝子破壊が可能となったが, これに加え
て, 微生物の遺伝子改変にはプラスミドの利用が極めて効果的である. 類縁酢酸菌に
おいて多数の潜在型プラスミドが単離・同定されており(20, 29, 30), そのいくつかを
基とした組換えプラスミドが酢酸菌研究における遺伝学ツールとして利用されてい
る(31, 32). 次章において, K. europaeus の持つ潜在型プラスミドの単離, 及びそれを基
とした大腸菌, K. europaeus, 及び他属酢酸菌間におけるシャトルプラスミドの構築に
関して詳述した. 
 
 
第 5 節	 要約  
	 Komagataeibacter europaeus は食酢の工業生産において広く用いられる酢酸菌であ
る. しかしながら, その産業上の重要性にも関わらず, 遺伝子破壊技術を含めた, 同
酢酸菌の分子遺伝学的・生化学的解析に関する報告は限られており, 多くの側面が未
解明のままであった. これを踏まえ, K. europaeusにおけるウラシル要求性を指標とし
た遺伝子破壊技術の構築を試みた. ピリミジン生合成遺伝子の一つであるオロト酸ホ
スホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子(pyrE)に着目し, ウラシル要求性及び 5-フル
オロオロト酸耐性を指標に, 野生株 KGMA0119 株より pyrE 遺伝子を欠失させた株を
作出した. 得られたpyrE欠失株をKGMA0704株(ΔpyrE)とし, 同株及びpyrE遺伝子を, 
それぞれ遺伝子破壊実験における宿主及び選抜マーカー遺伝子とした. 被破壊遺伝子
として, 食酢の不快臭アセトインの合成に関与するα-アセト乳酸デカルボキシラーゼ
遺伝子(aldC)及びα-アセト乳酸シンターゼ遺伝子(als)を標的とした. エレクトロポレ
ーション法によって, 遺伝子破壊ベクターを KGMA0704 株に導入し, 標的遺伝子が
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pyrE遺伝子と置換された株を, ウラシル原栄養性を指標に選抜した. 得られたaldC破
壊株及び als 破壊株を, それぞれ KGMA4004 株(ΔpyrE ΔaldC::pyrE)及び KGMA5315 株
(ΔpyrE Δals::pyrE)とした. 両株を富栄養培地で培養し, 培養液中に蓄積したアセトイ
ンをガスクロマトグラフィーにより定量した. KGMA4004 株のアセトイン生産能は野
生株と比較して顕著に低下していた(KGMA0119 株, 0.042%; KGMA4004 株 0.009%). 
一方, KGMA5315 株は予想に反し, 野生株とほぼ同等のアセトイン(0.037%)を蓄積し
た. これらの結果より, 食酢不快臭アセトインの低減には, aldC 遺伝子の破壊が効果
的である事が示された . 本章の研究において確立された遺伝子破壊技術は , K. 
europaeus の代謝改変を行う上で極めて有益である. 
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第 4 章  
潜在型プラスミドを利用した遺伝子改変技術の構築  
 
第 1 節	 緒言  
	 バクテリアのプラスミドは非染色体性の環状二本鎖DNAであり, 染色体DNAとは
独立して自律的に複製する. また, 外来遺伝子を宿主細胞に伝搬する事で, バクテリ
ア集団内での遺伝的交雑や, 宿主の進化を促進する. これまでに, 宿主及びプラスミ
ド間の相利共生関係を明らかにするため, 様々な微生物種における両者の相互作用が
研究されてきた(1). 一般にプラスミドは, 特定の生育環境下において有益な表現型
(抗生物質耐性, 病原性, 特異的な代謝経路等)を宿主に提供する事で, 共生関係を構
築する. 宿主細胞はプラスミドを保持する事により, 特定環境下における利益を享受
する一方で,  プラスミドにコードされる遺伝子の発現, 及びプラスミドの複製には
余分なエネルギーが必要なため, 宿主の生育・代謝に対して負荷となりうる(1-3). こ
の代謝負荷を最小限にとどめ宿主と共生するため, 一般にプラスミドは自己のコピー
数(plasmid copy number, PCN)を低い状態で維持する機構を備えている(2, 4, 5). 一般に
PCNは, 一細胞当たりのプラスミドコピー数として定義されており(5), プラスミドに
コードされる制御タンパク質や RNA によりコントロールされる(2, 6). 近年の解析に
よれば, 宿主の増殖速度も PCN を制御する上で非常に重要な因子である事が報告さ
れている(7, 8). また, 一部の Bacillus 属細菌において, プラスミドのコピー数が生育
段階に依存して変動するという興味深い報告もなされている(9, 10). しかしながら, 
モデル微生物のプラスミドを中心にその機能の一端が明らかにされている一方で, 宿
主生存戦略における潜在型プラスミドの重要性は依然不明な場合が多い(11).  
	 酢酸菌のプラスミドに着目すると, Acetobacter 属酢酸菌を中心に, これまでに複数
のプラスミドが単離・同定されている(12, 13). それらを基とした組換えプラスミドも
構築され, 遺伝学ツールとして利用されている(14). また, 近年のゲノム解析の結果, 
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種々の酢酸菌が多数の潜在型プラスミドを保持する事が明らかにされた(15-18). 酢酸
菌 Komagataeibacter europaeus は, 食酢の工業生産において広く用いられている産業
上極めて重要な微生物である. しかしながら, その認識にも関わらず, 分子遺伝学
的・生化学的解析に関する研究は限られている。近年, タイプ株 LMG 18890T 株のド
ラフトゲノム配列が決定され(19), また第 3 章で詳述した通り, ウラシル要求性を指
標とした遺伝子破壊技術が確立されたが(20), K. europaeus の潜在型プラスミド, 及び
それらを用いた遺伝子改変技術に関する報告も, 上記同様極めて少ない(21). 有用菌
株の育種には, 遺伝子破壊技術に加え, プラスミドを用いた遺伝子改変技術が有効か
つ必須である. 
	 上記を踏まえ, 本章では K. europaeus から潜在型プラスミドを単離し, PCN を含め
たそれらの詳細な特徴付けを行った. 次に, 得られた潜在型プラスミドと大腸菌由来
プラスミドを連結する事で, 大腸菌, K. europaeus, 及び他属酢酸菌細胞内で複製可能
なシャトルプラスミドの構築を試みた. 
 
 
第 2 節	 実験材料及び方法  
供試菌株及び培地  
	 本章において供試した菌株及びプラスミドを表 4.1 に記載した. K. europaeus 及び
Acetobacter pasteurianus の培養には, yeast-peptone-dextrose (YPD)培地(22)を用いた. 培
養は全て 30°C で行い, 液体培養の際は往復振盪 150 rpm で行った. 特に明記しない限
り, 培地に 0.4% (wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸を加えて培養を行った. 固
形培地での培養の際は, YPD 培地に 9 g/l の寒天を加えたものを用いた. 組換えシャト
ルプラスミド保持株の選抜の際には, YPD 培地に 50 µg/ml アンピシリン(シグマ・ア
ルドリッチ社, アメリカ合衆国)を添加して培養を行った. K. europaeus 潜在型プラス
ミド制限断片のクローニング, 及びシャトルプラスミドの構築には, 大腸菌 DH5α株
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(タカラバイオ, 滋賀) (23)及びプラスミド pBR322 (24)を用いた. DH5α株の培養には
50 µg/ml アンピシリンを添加した Lysogeny broth (LB 培地) (25)を用い, 37°C で培養し
た. 
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DNA 操作及びシーケンス解析  
	 一般的な DNA 操作に関する手法は既報(25)に準拠した. PCR の際の DNA ポリメラ
ーゼとして, KOD plus (東洋紡, 大阪)を用いた. PCR プライマーは, タイプ株 LMG 
18890T 株のドラフトゲノム配列を基に設計した. 制限酵素及び各種修飾酵素は, タカ
ラバイオ又はニッポン・ジーン(東京)より購入した. アガロースゲル電気泳動後の標
的 DNA の精製には, NucleoSpin Gel and PCR Cleanup Kit (タカラバイオ)を用いた. プ
ラスミド DNA の抽出は, アルカリ抽出法(25)又は Plasmid Midi Kit (キアゲン社, ドイ
ツ)を用いて行った. DNA シーケンス解析は, BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 
ver. 3.1 及び Model 3130 Capillary Sequencer (共にアプライド・バイオシステムズ社, ア
メリカ合衆国)を用いて行った. 
 
潜在型プラスミドの抽出  
	 K. europaeus KGMA0119 株(野生株)を 5 ml YPD 培地で 16 時間培養した. その 1 ml
を 30 ml YPD 培地に接種し, 24 時間培養した. 続いて, その全量を 3 L YPD 培地に接
種し, 容量 5 L のジャーファーメンター(MDL-501, 丸菱バイオエンジ, 東京)を用いて
更に 24 時間培養した(30°C, 500 rpm, 通気量 1 L/分). 1 L の培養液から, 遠心分離(4°C, 
10,000 × g, 10 分)により菌体を回収し, 粗プラスミド DNA をアルカリ抽出法(25)によ
り抽出した. 得られた核酸沈殿物を 6 ml の TE10-1 緩衝液(10 mM Tris-HCl 及び 1 mM 
ethylenediamine tetraacetic acid [EDTA], pH8.0)に溶解した. 続いて, 以下に示した塩化
セシウム密度勾配遠心法により, 潜在型プラスミドを分画した. 6 ml 粗プラスミド
DNA 溶液に, 塩化セシウム及びエチジウムブロマイドを, 終濃度がそれぞれ 6.0 M 及
び 0.5 mg/ml となる様添加し, 37°C で 10 分間保温する事で十分に溶解させた. その後, 
20°C, 268,000 × g で 16 時間遠心分離を行った(Ultracentrifuge Model CP 100MX 及び
P65A ローター, 日立工機, 東京). 潜在型プラスミドを含む画分を回収し, 水飽和 n-
ブタノールを用いて画分に含まれるエチジウムブロマイドを除去した . その後 , 
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TE10-0.1 緩衝液(10 mM Tris-HCl 及び 0.1 mM EDTA, pH8.0)に対して透析を行い, プラス
ミド画分中の塩化セシウムを除去した. 得られた潜在型プラスミドの純度及び品質は, 
260 nm及び 280 nmにおける吸光度(optical density, OD)の測定, 及びアガロースゲル電
気泳動により確認した. 
 
潜在型プラスミドの特徴付け  
	 KGMA0119 株より得られた潜在型プラスミドを HindIII, ClaI, SphI, SmaI, PvuII, 
EcoRI, PstI, 又は KpnI で消化し(図 4.1), プラスミドの構造解析を行った. HindIII, ClaI, 
及び SphI 消化により得られた制限断片を pBR322 へクローニングし, それらのシーケ
ンス解析を行った. 得られたシーケンスデータを基にアセンブルを行い, 最終的に 3
種の潜在型プラスミドの完全配列を決定した. 各々を, pGE1 (2,524 bp), pGE2 (7,187 
bp), 及び pGE3 (5,537 bp)とした(図 4.2). 各プラスミドにコードされる遺伝子の翻訳
領 域 (open reading frame, ORF) は , 解 析 プ ロ グ ラ ム ORF Finder 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)及び Glimmer (26)を用いて予測した. 更に, 
実際に機能すると考えられる遺伝子を, 開始コドン上流に位置する Shine-Dalgarno 
(SD)配列を指標として選抜した. 各遺伝子の特徴付け(アノテーション)は, コードさ
れるタンパク質のアミノ酸配列をクエリとした相同性検索(BLASTP)により行った
(表 4.3).  
 
潜在型プラスミドの PCN 測定  
	 KGMA0119 株を 5 ml YPD 培地で 16 時間培養し, その一部を 0.4% (wt/vol)エタノー
ル及び 0.5% (wt/vol)酢酸, 3.2% (wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸, 又は 0.4% 
(wt/vol)エタノール及び1.0% (wt/vol)酢酸を添加した30 ml YPD培地に接種して更に培
養を行った. この時, 細胞密度(OD660)が 0.03 となる様菌体を接種した. 各培地におけ
る生育が対数期中期(OD660 = 0.2), 定常期初期(OD660 = 1.0), 及び定常期後期(OD660 = 
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1.3−1.5)に到達した時点で, 遠心分離(4°C, 10,000 × g, 5 分)により菌体を回収した. 既
報(25)に従い, 得られた菌体から全 DNA を抽出し, これを PCN 測定の際の鋳型とし
て用いた(下記参照). また, 菌体回収の際に得られた培養液上清は, エタノール及び
酢酸定量のため, ガスクロマトグラフィー(gas chromatography, GC)に供試した(下記
参照). 
	 PCNは, 一般に一細胞に含まれるプラスミドのコピー数として定義される(5). 本研
究では, PCN をゲノムに対するプラスミドのコピー数と近似し, 上記で抽出した全
DNA 中のゲノム数及び潜在型プラスミドのコピー数をリアルタイム定量 PCR で測定
し, 両者の値を比較する事で PCN を算出した. 第 3 章において, α-アセト乳酸デカル
ボキシラーゼ遺伝子(aldC)は K. europaeus ゲノム内で 1 コピーのみ存在する遺伝子で
ある事が確認されているため(20), 全 DNA サンプル中の aldC コピー数を測定する事
でゲノム数を推定した. リアルタイム定量 PCR は, SuperScript III RT/Platinum Kit (イ
ンビロトジェン社, アメリカ合衆国)及び ABI PRISM 7000 Sequence Detection System 
(アプライド・バイオシステムズ社)を用いて行った. 検量線作成のため, aldC 遺伝子及
び潜在型プラスミド内の標的領域を, KGMA0119 株全 DNA を鋳型とした PCR により
増幅した . その際用いたプライマーを表 4.2 に記載した (pGE1, pGE1-q-Fw – 
pGE1-q-Rv; pGE2, pGE2-q-Fw – pGE2-q-Rv; pGE3, pGE3-q-Fw – pGE3-q-Rv; aldC, 
aldC-Fw – aldC-Rv). 得られた PCR 産物 100, 10, 1, 0.1, 及び 0.01 pg を用い, aldC 及び
潜在型プラスミドに特異的な検量線を作成した. 上記種々の培養条件及び生育段階で
抽出した全 DNA 1 ng を鋳型としてリアルタイム定量 PCR を行い, 供試した鋳型サン
プル中のaldC及び潜在型プラスミドのコピー数を定量した. PCR反応が特異的に行わ
れた事を確認するため, PCR 終了後に融解曲線分析を行った. 手順はメーカーのプロ
トコールに準拠した. 検量線より推定された標的 DNA の量(g)から, 下記計算式を用
いてコピー数(mol)を算出した. 
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[DNA 量(g)]/[標的配列の長さ(bp) × 660* (g/mol/bp)] 
*DNA 塩基対の平均分子量 
 
	 更に, 得られたコピー数(mol)を基に, 下記計算式により PCN を算出した. 
 
[潜在型プラスミド(mol)]/[aldC (mol)] 
 
 
 
 (5′ - 3′) 	
322-F 
pGE2-R1 
pGE3-R1 
H2-F 
H2-R 
H3-F 
H3-R 
pGE1-q-Fw 
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pGE2-q-Rv 
pGE3-q-Fw 
pGE3-q-Rv 
aldC-Fw 
aldC-Rv 
2P-F 
2P-R 
3P-F 
3P-R 
TATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG 
TGGCATCATTCACTCCTGACGTG 
CAACACGTTCCAAGTTTCCAG 
CTCCTTGGCCTGTTGCTGAACTTC 
CAAACTCGCAGAGTTTGCATAAG 
GTCTCAAGCGAGATATTC 
GTTCCAAGTTTCCAGCATC 
TTGCATCTGTCCCTACCCTACC 
GGGAATACTGGCTCATCGTCTC 
TGACTGTTTGGCATCACGTAAG 
CATCACAAGAAGTCGGCAAAAG 
CCTTGCGGTATCTGCCTTTC 
ATGACTGGGAGCGGTTTGAG 
ATGCTATTCGGTAGGCGATG 
AGTTCGTCAAGCGTGGTTTC 
GTATCCAAGGAAGGCCGAGA 
CGGCAGACGATCATCAAGTC 
GCCTCACGAGAGGGGAATCT 
ACTCCACCTCTCACGCCAGT 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
遺伝子型同定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
プラスミドコピー数測定 
サザンブロット解析 
サザンブロット解析 
サザンブロット解析 
サザンブロット解析 
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GC によるエタノール及び酢酸の定量  
	 全 DNA 抽出の際に得られた培養液上清に含まれるエタノール及び酢酸は GC 
(GC-2014, 島津製作所, 京都)により定量した. 成分の分離にはパックド・カラム
(polyethylene glycol 20M 10% ShinCarbon A 60/80 2.1 m × 3.2 mm, 信和化工, 京都)を用
いた. カラム・オーブンの温度は, 60°Cで 3分間保持した後, 昇温速度 10°C/分で 200°C
まで上昇させた. 
 
大腸菌及び酢酸菌で複製可能なシャトルプラスミドの構築  
	 pGE2 及び pGE3 を HindIII 消化により直鎖状にし(図 4.1), 同様に HindIII によって
直鎖化した pBR322 と連結した. 得られた組換えプラスミドを, それぞれ pBE2 
(11,548 bp)及び pBE3 (9,898 bp)とした(図 4.4). 次に, pBE2 又は pBE3 をエレクトロポ
レーション法(20)により, K. europaeus KGMA0119株及びA. pasteurianus KGMA0054株
(野生株)に導入した. 細胞を, 1 ml YPD 培地に懸濁し, 3 時間培養した. 菌体を遠心分
離(4°C, 6,000 × g, 5 分)により回収し, 生理食塩水(塩化ナトリウム 8.5 g/l)に再懸濁す
る事で洗浄した. 再度遠心分離により菌体を回収し, 少量の生理食塩水に懸濁した後, 
50 µg/ml アンピシリンを添加した 5 ml YPD に接種した. アンピシリン耐性株を集積
するため, 48 時間以上培養した. 培養液を生理食塩水で適宜希釈し, アンピシリンを
添加したYPD寒天培地に塗布した後, 30°Cで 2−3日間保温した. 寒天上に生じたアン
ピシリン耐性コロニー(候補株)から全 DNA 又はプラスミド DNA を抽出し, それらを
用いて, 候補株の遺伝子型を PCR 及びサザンブロット解析により同定した. すなわち, 
全DNA又はプラスミドDNAを鋳型とし, pBE2内の pBR322及び pGE2連結部(0.9 kb), 
又は pBE3 内の pBR322 及び pGE3 連結部(0.6 kb)を, プライマーペア 322-F – pGE2-R1
又は 322-F – pGE3-R1 (図 4.4)を用いて PCR 増幅した. 続いて, pGE2 及び pGE3 の
HindIII 認識配列を含む領域(共に 0.8 kb), 及び pBE2 及び pBE3 内の pBR322 全長を含
む領域(共に 5.2 kb)を, プライマーペアH2-F – H2-R及びH3-F – H3-Rを用いて PCR増
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幅した(図 4.2 及び 4.4). 
	 サザンブロット解析は, DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (ロ
シュ社, アメリカ合衆国)を用いて行った. KGMA0119 株及び KGMA0119 株由来アン
ピシリン耐性株から抽出した全 DNA 7 µg, 及び大腸菌より抽出・精製した組換えプラ
スミド(pBE2 及び pBE3) 2 µg を SphI で消化し, 制限断片を 1.0% (wt/vol)アガロースゲ
ル電気泳動により分離した後, エレクトロブロッティング法(Trans-Blot Cell, バイオ
ラット・ラボラトリーズ社) (25)によりナイロンメンブレン(Hybond-N+, GE 社, アメリ
カ合衆国)へ転写した. プローブとして, 図 4.2及び 4.4に示したpGE2 probe及びpGE3 
probe を用いた. 両プローブは, 2P-F – 2P-R 及び 3P-F – 3P-R のプライマーペア(表 4.2)
を用い, KGMA0119 株プラスミド DNA から PCR 増幅した. 得られた PCR 産物をジゴ
キシゲニン(digoxigenin, DIG)-dUTP で標識し, 以降のハイブリダイゼーション反応
(48°C, 16 時間)に供試した. ハイブリダイゼーションの手順は, メーカー推奨のプロ
トコールに準拠した. 
	 上記実験より , 組換えプラスミドを持つ事が確認された株を , K. europaeus 
KMGA0119 (pBE2)株, KGMA0119 (pBE3)株, A. pasteurianus KGMA0054 (pBE2)株, 及
び KGMA0054 (pBE3)株とした. 
 
塩基配列のアクセッション番号  
	 pGE1, pGE2, pGE3, 及び A. pasteurianus KGMA0054 株 16S rRNA 遺伝子の塩基配列
は, それぞれ AB972537, AB972538, AB972539, 及び AB979194 のアクセッション番号
の下, データベース DDBJ, EMBL, 及び GenBank に登録された. 
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第 3 節	 結果  
潜在型プラスミドの単離と特徴付け  
	 K. europaeus KGMA0119 株(野生株)より潜在型プラスミドを抽出した. 得られたプ
ラスミドをアガロースゲル電気泳動により分離したところ, 閉環状プラスミドと考え
られるシグナルが複数検出されたことから(図 4.1, レーン 2), KGMA0119 株は複数の
潜在型プラスミドを保持する事が示唆された. 更に, プラスミドを HindIII, ClaI, SphI, 
SmaI, 又は PvuII で消化したところ, 用いた制限酵素に依存して, 長さの異なる種々
の制限断片が得られた(図 4.1, レーン 3−7). 一方, EcoRI, PstI, 又はKpnIでは, 潜在型
プラスミドは消化されず, 制限酵素処理をしていない場合と比較して, 電気泳動パタ
ーンに顕著な差異は観察されなかった(図 4.1, レーン 8−10). 
 
 
 
	 続いて, HindIII, ClaI, 及び SphI 消化により得られた制限断片を pBR322 にクローニ
ングし, それらのシーケンス解析を行った. シーケンスデータをアセンブルする事で, 
10.0
7.0
5.0
3.0
4.0
2.5
kbp
2.0
1.5
1.0
0.7
0.5
0.3
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%4.1. -&'"753
,#. KGMA0119+(6/+)
(!-
&'2"753,#. : 1, DNA; 2, (!
; 3, HindIII; 4, ClaI; 5, SphI; 6, SmaI; 7, PvuII; 8, EcoRI; 9, PstI; 10, KpnI. pGE1, 
pGE2, $	pGE30*"7)., 4, , $	 1. 
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最終的に 3 種の潜在型プラスミドの完全配列を得た. 各々を, pGE1 (2,524 bp), pGE2 
(7,187 bp), 及び pGE3 (5,537 bp)とした(図 4.2). 潜在型プラスミドの GC 含量は, 52% 
(pGE1), 51% (pGE2), 及び 55% (pGE3)であった. 次に, プラスミド塩基配列をクエリ
として相同性検索(BLASTN)を行ったところ, pGE1 は, これまでに単離・同定された
酢酸菌由来のいかなるプラスミド, 又は染色体 DNA(15-19, 21)とも顕著な相同性を示
さなかった. 他方, pGE2 及び pGE3 の一部領域(図 4.2B 及び C, 破線で示した領域
W, X, Y, 及び Z)は, 以下に示す通り, 酢酸菌由来のプラスミド又は染色体 DNA と非
常に高い同一性を示した: W, Komagataeibacter xylinus のプラスミド pGX4 (CP004364)
と 91%; X, A. pasteurianus のプラスミド Apa386Bp6 (HF677576) と 79%; Y, 
Gluconacetobacter diazotrophicus のプラスミド pGDIPal5I (AM889287)と 81%; Z, K. 
xylinus の染色体 DNA (CP004360)と 91%. 解析プログラムを用いた ORF 予測の結果, 
pGE1, pGE2, 及び pGE3 は, それぞれ 3, 8, 及び 4 つの ORF を保持する事が明らかと
なり(図 4.2), それらの開始コドン上流には SD 配列が検出された. 各 ORF にコードさ
れた推定タンパク質のアミノ酸配列をクエリとし, 相同性検索(BLASTP)によるアノ
テーションを行った. それらと高い相同性を示したタンパク質を表 4.3 に記載した. 
相同性検索の結果, 多くが機能未知タンパク質(hypothetical protein)であった(表 4.3). 
一方, 予測された ORF のいくつかは機能の明らかなタンパク質と相同性を示した. 
ORF1-1 及び 2-5 は, 接合伝達を介した娘細胞へのプラスミド伝達を担う mobilization 
protein (Mob)をコードすると予測された(27). 以下に示した 3 つの ORF にコードされ
る推定タンパク質は, プラスミドの複製及び PCN 制御に関与する replication initiator 
protein (Rep) (6)と高い同一性を示した: ORF2-4, A. pasteurianus の Rep (WP_003631006)
と 47%; ORF2-8, Acetobacter aceti の Rep (YP_008411027)と 60%; ORF3-3, Acetobacter 
pomorum の Rep (WP_006115714)と 65%. ORF3-3 にコードされる推定タンパク質は, K. 
europaeus の Rep (RepB, WP_019087587) (4)とも高い同一性を示した. pGE1 からは, 推
定 rep 遺伝子は同定されなかった. ORF3-2 にコードされる推定タンパク質は, K. 
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xylinus のフェナジン生合成関連タンパク質(PhzF, AHI24732)と非常に高い同一性
(94%)を示した. フェナジンは広範な抗菌スペクトルを示す抗生物質であり, PhzF は
その生合成に関与している. Pseudomonas 属において機能解析が進んでいるが(28, 29), 
他種微生物における PhzF の機能は未知である . ORF3-4 は , 転写因子 CopG 
(WP_003631008)をコードすると予測された. CopG は repB プロモーターに結合する事
で, repBの転写を抑制する(4). RepBはプラスミドの複製に関与するため, CopGは repB
の転写調節を行う事で, PCN を制御する(4). ORF2-3 にコードされる推定タンパク質は, 
K. europaeus の killing-determinant protein (Kid)と非常に高い同一性(96%)を示した. Kid
はRNaseの一種であり, プラスミドを失った細胞内でmRNAを分解し, 翻訳を阻害す
る. これにより, プラスミドを持たない細胞は選択的に排除され, プラスミドが宿主
細胞集団内で安定的に維持・伝達される(30, 31). 
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<4.2. KGMA0119M(mVM)7p(;B3^R=> $". (A) pGE1. 
(B) pGE2. (C) pGE3. (A, B, :C) s[8, Z;GN_
/QORF](b
4.39S). (B:C) \`]q?W, X, Y, :Z, K. xylinus E25MYJ
 $"pGX4 (CP004364), A. pasteurianus 386BMYJ $"Apa386Bp6 
(HF677576), G. diazotrophicus Pal5MYJ $"pGDIPal5I (AM889287), :K. 
xylinus E25MLa2DNA(CP004360)	r;*G]. OD<.
, i1A>;
B
XPCR $!)(s+c), :'&dK
X &)(0l
`)](<4.69S). ,e $!)
@CPCRWUn, :SphIP
6
F5oHTn, OD<-j
]. I
, ,e &)	
%)#'
N35oHT-`Eg (<4.69S). C, ClaIf
hk4; H, HindIIIfhk4; P, PvuIIfhk4; S, SphIfhk4; Sm, SmaIfhk4. 
P
Sm
ORF 
1-3 
HORF 
1-2 
pGE1 
2,524 bp 
S
H
H
C
ORF 
1-1 
SORF 
2-5
HC
ORF 
2-4
ORF 
2-2
W
X
ORF 
2-3
ORF 
2-1
ORF 
2-8
ORF 
2-7
ORF 
2-6
pGE2 
7,187 bp
S
S
H2-F
H2-R pGE2 
probe
pGE3 
probe
C
H
Z
Y
ORF 
3-1
ORF 
3-2ORF 3-3
ORF 
3-4
pGE3 
5,537 bp
S
S
S
H3-R
H3-F
A B C 
SphI digests 
(kb)
H2-F – H2-R 
(kb)
4.8 + 1.6 + 0.8
0.8
SphI digests 
(kb)
H3-F – H3-R 
(kb)
3.7 + 1.6 + 0.2
0.8
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リアルタイム定量 PCR による潜在型プラスミド PCN の測定  
	 一般にプラスミドのコピー数は宿主代謝への負荷を最小限に抑制するため, 低いレ
ベルに維持される. K. europaeus においてもこの事実が該当するかどうかを検証する
ため, KGMA0119 株を種々の培地条件で培養し, 異なる生育段階における潜在型プラ
スミドの PCN を, リアルタイム定量 PCR により測定した. 0.4%エタノール及び 0.5%
酢酸を添加した YPD 培地で培養すると, pGE1 のコピー数は対数期中期(7 コピー/ゲノ
ム)から上昇し始め, 定常期初期において最大値(12 コピー/ゲノム)に到達した(図
4.3A). その後定常期後期において, 最小値(4 コピー/ゲノム)まで減少した(図 4.3A). 
pGE2及びpGE3は全ての生育段階を通して低いレベル(1−3コピー/ゲノム)に維持され
ていた(図 4.3A). 序論でも記述した通り, 酢酸菌にとってエタノール及び酢酸はその
生育にとって必須の栄養基質である. これら基質の濃度が潜在型プラスミドのコピー
数に与える影響を検証した. 初発エタノール濃度を 0.4%から 3.2%へ上昇させると, 
pGE1 コピー数の若干の低下が観察されたものの, 3 種のプラスミドの PCN は, 0.4%エ
タノール存在下で培養した時(図 4.3A)とほぼ同様の挙動を示した(図 4.3B). 対照的に, 
初発酢酸濃度を 0.5%から 1.0%へ上昇させると, pGE1 及び pGE3 の PCN 挙動において
顕著な変化が観察された. pGE1 の場合, 0.5%酢酸存在下では, 定常期初期においてそ
のコピー数が最大値に到達したのに対し, 1.0%下では, そのピークが対数期中期へ遷
移した(図 4.3C). また pGE3 に関しては, 0.5%下では PCN の変動が見られなかったの
に対し(1−3 コピー/ゲノム), 1.0%下では対数期中期においてコピー数の上昇が見られ
た(6 コピー/ゲノム) (図 4.3C). pGE2 の PCN は, いずれの培地条件下においても, 全て
の生育段階を通して低いレベル(1−3 コピー/ゲノム)に維持されていた(図 4.3). 
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大腸菌及び酢酸菌で複製可能なシャトルプラスミドの構築  
	 HindIII 消化により直鎖化した pGE2 又は pGE3 を, 同様に HindIII 消化により直鎖化
した pBR322と連結する事で, 2種の組換えプラスミド pBE2 及び pBE3を構築した(図
4.4). pBE2 及び pBE3 は, 潜在型プラスミド(pGE2 及び pGE3)及び pBR322 の全長を含
む. 
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24.3. D35"&=7/. KGMA0119?(MF?), &$0K
LE<G	YPD646O, 9=>, 8;>.>, 08;>
D35"
&=(plasmid copy number, PCN)#$8NPCR
B8
( A). ,, 64*&$0KLE<GC
8N()A). (A) 0.4%
&$00.5%KL. (B) 3.2%&$00.5%KL. (C) 0.4%&$0
1.0%KL. ( A) P'J, OD660; H+, pGE1; H1J, pGE2; H! %, pGE3. ()
A) P1J, &$(%, wt/vol); P+, KL(%, wt/vol). "&&@C-:I
(N=3). 
  82 
 
 
	 これらを KGMA0119 株へ導入したところ, 多数のアンピシリン耐性コロニーが得
られた. それら耐性コロニーは pBE2又は pBE3を保持すると推測されたため, 無作為
に抽出したコロニーの一つを, それぞれ KGMA0119 (pBE2)株の候補及び KGMA0119 
(pBE3)株の候補とした(図 4.5). 
:4.4. $(!&#HT. HindIIIJ5BQcNpGE27pGE3
, 
pBR322HindIIIJ5DL^V/	, 2SUC!&#pBE2 (A)8pBE3 
(B)HT. _1=;9>PPCR!&"+, 8* )YFP
!)+ , f,X80bW	R(:4.684.76K). -Z!&"+
<?PCROMd, 8SphIJ5B4eDLd, I
@:.`R. E, -Z!)+ 
 '+%*G2
4eDL.W	A\ (:4.66K). H, HindIII[]a3; S, SphI[]a3. 
H
Ampr
ColE1 
ori
HindIII 
digestion
HindIII 
digestion
Ligation Ligation
pBR322 
4,361 bp 
pGE2 pGE3 
ColE1 
ori
Ampr
ORF 
2-1
ORF 
2-2
ORF 
2-3
ORF 
2-4
ORF 
2-5
ORF 
2-6
ORF 
2-7
ORF 
2-8
H
H
pBE2 
11,548 bp
322-F
pGE2-R1
H2-F
H2-R
S
S
S
S
pGE2 
probe
S
S
H
pBE3 
9,898 bp
ORF 
3-1
ORF 
3-2
ORF 
3-3
ORF 
3-4
H
322-F
pGE3-R1
ColE1 
ori
Ampr H3-R
H3-F
S
S
S
pGE3 
probe
SphI digests 
(kb)
H2-F – H2-R 
(kb)
7.8 + 1.6 + 1.3 + 0.8
5.2
SphI digests 
(kb)
H3-F – H3-R 
(kb)
4.1 + 3.8 + 1.8 + 0.2
5.2
322-F – pGE2-R1 
(kb) 0.9
322-F – pGE3-R1 
(kb) 0.6
A B
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 両候補株の細胞内における組換えプラスミド存在の有無を, PCR により検証した. 
初めに, 潜在型プラスミド及び pBR322 の連結部を標的とした PCR を行った(図 4.4). 
すなわち, プライマーペア 322-F – pGE2-R1 又は 322-F – pGE3-R1 を用いる事で, 組換
えプラスミド pBE2 又は pBE3 を保持する場合のみ特異的 PCR 増幅が起こる(図 4.4). 
KGMA0119 株及び組換えプラスミドを保持すると推測された候補株(図 4.5)から抽出
したプラスミド, 及び大腸菌から抽出した pBE2, pBE3, 及び pBR322 を鋳型として
PCR を行った結果, pBE2 及び pBE3, 及び図 4.5 で示した 2 つの候補株由来のプラス
ミドからのみ標的領域がPCR増幅された(図 4.6, 上段). 一方, KGMA0119株プラスミ
ド及び pBR322 からは, PCR 増幅は起こらなかった(図 4.6, 上段). 次に, pGE2 及び
pGE3 中に一カ所のみ存在する, HindIII 認識配列を含む領域を標的としたプライマー
ペアH2-F – H2-R及びH3-F – H3-R (図 4.2B 及びC)を設計し, PCRを行った. 潜在型プ
ラスミドからは 0.8 kb の DNA 断片が増幅されるが(図 4.2B 及び C), pBR322 全長(4.4 
kb)が前述 HindIII 認識部位に挿入されている組換えプラスミドを鋳型とした場合, 5.2 
kb の DNA 断片が増幅される(図 4.4). KGMA0119 株, 図 4.5 で示した候補株から抽出
したプラスミド, 及び大腸菌から抽出した pBE2, pBE3, 及び pBR322 を鋳型として
&4.5. ;3 2K. 
europaeus	176?=/. 29	;3
KGMA01194(@74),
!., pBE2#
pBE3:
>" 2KGMA0119 (pBE2)4#

KGMA0119 (pBE3)4, 50 µg/ml 
%(5), 0
%
(5 )YPD+)('8< . - , 
KGMA01194; *, KGMA0119 (pBE2)
4; $, KGMA0119 (pBE3)4. 
Amp−
KGMA0119 
(wild-type)
KGMA0119 
(pBE2)
KGMA0119 
(pBE3)
Amp+
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PCR を行った結果, KGMA0119 株プラスミドからは 0.8 kb の DNA 断片が増幅された
のに対し, pBE2, pBE3, 及び図 4.5 で示した候補株由来プラスミドからは 5.2 kb の
DNA断片が増幅された(図 4.6, 中段). pBR322からは, いかなるDNA断片も増幅され
なかった(図 4.6, 中段 ). 更に, pGE2 の ORF2-4 と相補な pGE2 probe, 及び pGE3 
ORF3-3 及び ORF3-4 の遺伝子間領域と相補な pGE3 probe (図 4.2B 及び C)を用い, サ
ザンブロット解析を行った. 大腸菌より抽出した pBE2 及び pBE3, 及び KGMA0119
株及び pBE2 を保持すると推測された候補株の全 DNA を SphI で消化した後, pGE2 
probeを用いたハイブリダイゼーション反応を行ったところ, KGMA0119株からは約5 
kb の DNA 断片が検出され, pBE2 及び候補株からは 7 kb 強の DNA 断片が検出された
(図 4.6, 下段). 同様に pGE3 probe を用いたところ, KGMA0119 株からは 1.5 kb 強の
DNA 断片が検出され, pBE3 及び pBE3 を保持すると推測された候補株からは約 4 kb
の DNA 断片が検出された(図 4.6, 下段). これらの結果から, 2 つの候補株細胞内にお
ける組換えプラスミドの存在が確認されたため, 両株をそれぞれ KGMA0119 (pBE2)
株及び KGMA0119 (pBE3)株とした. これらの結果から, 両組換えプラスミドが大腸
菌及び K. europaeus 間におけるシャトルベクターとして利用出来る事が示された. 
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 pBE2 及び pBE3 の宿主域を調べるため, 両組換えプラスミドを, エレクトロポレー
ション法により A. pasteurianus KGMA0054 株(野生株)へ導入した. pBE2 又は pBE3 の
導入により得られたアンピシリン耐性コロニーを候補株とし, そのうちの一つを, そ
2.0
3.0
pB
R3
22

pB
E2

KG
M
A0
11
9 
KG
M
A0
11
9 
    
(p
BE
2)
 
pB
R3
22

pB
E3

KG
M
A0
11
9 
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
kbp
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
kbp
322-F 
pGE2-R1
KG
M
A0
11
9 
    
(p
BE
3)
 
H2-F 
H2-R
7.0
10.0
5.0
4.0
2.5
3.0
2.0
1.5
1.0
0.7
7.0
10.0
5.0
4.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.7
Primer 
or 
probe
pGE2 
probe
7.0
10.0
5.0
4.0
2.5
3.0
2.0
1.5
kbp
322-F 
pGE3 -R1
H3-F 
H3-R
Primer 
or 
probe
pGE3 
probe
7.0
10.0
5.0
4.0
2.5
3.0
1.5
kbp
A B
84.6. VF #"-DK. europaeusb+=:6>. KGMA0119I(eQI), 
KGMA0119 (pBE2)I, 4KGMA0119 (pBE3)I #"DNA4/DNAC0
, 	PCR]H((L4*L)4%$]H()L)R
. (A) 
KGMA0119 (pBE2)Ib+=:6>. (B) KGMA0119 (pBE3)Ib+=:6>. ( L) 
84.4T
 #!'(322-F – pGE2-R13322-F – pGE3-R1)R, pGE23
pGE3, 4pBR322aWcKS
PCR[
. 5IC0
 #"
DNAf:R
. (*L) 84.244.4T
 #!'(H2-F – H2-R3H3-
F – H3-R)R, N9: #"HindIII^_d17`, 4VF #"
, HindIII^_c,E.
pBR322KS
PCR[
. 5IC0

 #"DNAf:R
. ()L) 5IC0
/DNASphIM2

B, 84.244.4T
 $'(pGE2 probe3pGE3 probe)R%$
]H[
. @O, <YZC0&U\
pBR322, pBE2, 4pBE3R

.  #!'4 $',X, 45?h;A&J0DNAGPg
, 84.244.4T
. 
  86 
れぞれ KGMA0054 (pBE2)株の候補及び KGMA0054 (pBE3)株の候補とした(図 4.7A). 
この2候補株及びKGMA0054株から全DNAを抽出し, 潜在型プラスミド及びpBR322
の連結部を標的とした PCR を行った(図 4.4). 対照実験として, 大腸菌より抽出した
pBR322, pBE2, 及び pBE3 を鋳型として用いた PCR を行った. その結果, pBE2 及び
pBE3, 及び図 4.7A に示した候補株の全 DNA からのみ標的領域が PCR 増幅された(図
4.7B). pBR322 及び KGMA0054 株の全 DNA からは, PCR 増幅は起こらなかった(図
4.7B). これらの結果から , 両候補株を A. pasteurianus KGMA0054 (pBE2)株及び
KGMA0054 (pBE3)株とし, pBE2 及び pBE3 が A. pasteurianus においても複製可能であ
る事が示された. 
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 pGE1 を ClaI 又は SphI 消化により線状化し, pBR322 にクローニングする事で pGE1
由来の 2 種の組換えプラスミドを作製した. これらを K. europaeus KGMA0119 株へ導
入したが, アンピシリン耐性コロニーは得られなかった. これは, 上記制限酵素によ
る pGE1 の消化により, 娘細胞へのプラスミド伝達に必須な mob 遺伝子(図 4.2A 及び
表 4.3)が破壊された事に起因すると考えられた. 
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第 4 節	 考察  
	 一般に, 多くのプラスミドは宿主代謝への負荷を最小限に抑え, 宿主と共存するた
めに, 自己のコピー数を低い状態に維持する(2, 4, 5). その一方で, 本章研究において
見られた潜在型プラスミドコピー数変動と類似の現象が, Bacillus 属細菌でも観察さ
れている(9, 10). Bacillus cereus 及び Bacillus thuringiensis では生育段階に依存した PCN
のゆらぎが見られ, 対数期中期或いは対数期後期において PCN がその最大値に到達
する(9, 10). これら Bacillus 属細菌における PCN 変動の生理学的意義として, プラス
ミドコピー数(遺伝子量)を増加させる事で, 休眠状態にある(プラスミドを複製出来な
い)芽胞へ十分量のプラスミドを伝達する(9), 或いはプラスミドにコードされる遺伝
子の発現量を上昇させる(10), と言った仮説がこれまでに提唱されている. しかしな
がら, PCN 変動に関する研究は極めて少なく, Bacillus 属細菌において見られる現象に
関しても依然不明な点が多い. 本章における研究から, pGE1 及び pGE3 のコピー数は, 
培養液の初発酢酸濃度及び生育段階により影響を受ける事が示唆された(図 4.3). 特
に, 図 4.3C に示した結果から, 高濃度(1.0%以上)の酢酸の存在が, 対数期中期におい
て両潜在型プラスミドのコピー数を上昇させる引き金として機能する可能性が示唆
された. 序論において記述した様に, 酢酸菌は, 酢酸の毒性に抵抗するための種々の
異化経路及び耐性機構を備えている(32-35). それら機構は, 環境中に酢酸が存在する
事で誘導される(32-35). これらの知見及び本章結果を踏まえると, pGE1 及び pGE3 に
コードされる遺伝子は酢酸耐性及び異化に関与している可能性も示唆される. 更に, 
B. thuriengiensis において提唱された仮説(10)に従うならば, K. europaeus KGMA0119
株は, プラスミドコピー数(遺伝子量)を上昇させる事で, 酢酸代謝関連遺伝子の高発
現を獲得している事も示唆される. その場合, 酢酸を誘導物質とした, K. europaeus に
おける遺伝子高発現システムの構築も期待される. PCN 変動の生理学的意義の解明に
は, 潜在型プラスミドにコードされる遺伝子の発現動態を明らかにすると共に, それ
ら遺伝子の破壊及びプラスミドのキュアリングが必須であろう. 
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 本章研究において, K. europaeus KGMA0119 株より 3 種の潜在型プラスミドが単
離・同定された(図 4.2). それらのシーケンス解析の結果, 多数の制限酵素認識配列が
同定された. 3 種のプラスミド全てにおいて EcoRI 認識配列が検出され, 更に pGE1 は
PstI 認識配列, pGE2 は KpnI 認識配列を保持していた. しかしながら, これら制限酵素
では潜在型プラスミドを消化出来なかった(図 4.1, レーン 8−10). タイプ株 LMG 
18890T 株のドラフトゲノム解析から, K. europaeus は大腸菌等のモデル微生物と比較
して, より多くの制限修飾系を有する事が予測されている(19). これを踏まえると, 
上記制限酵素認識部位は制限修飾系により保護(メチル化)されていると考えられる. 
	 pGE2 の ORF2-3 は, プラスミドの安定的な維持・伝達に関与する Kid (RNase)をコ
ードすると予測された. 大腸菌由来のプラスミド R100 等は, 自己の宿主娘細胞への
伝達を確実にするための機構(post-segregational killing system, PSK system)を備えてい
る(30, 31). PSK system は, 化学的に安定な毒性タンパク質(Kid)及び不安定な抗毒性タ
ンパク質(killing-suppressor of Kid, Kis)から構成される機構であり, 両タンパク質遺伝
子はプラスミドにコードされている. プラスミドのコピー数が適切なレベルに維持さ
れている場合は, プラスミドから Kis が十分量供給されるため, Kid の RNase 活性は抑
制される. 一方, プラスミドを失った宿主細胞では, その化学的不安定性から Kis が
不足し, 結果として Kid が活性化される事で翻訳が阻害され, プラスミドを保持しな
い細胞は集団内から選択的に排除される(30, 31). 近年の詳細な研究から, Kid は基質
特異性を有しており, 細胞分裂に関与するタンパク質をコードする mRNA を選択的
に分解する事が明らかにされた(図 4.8) (36). これにより, プラスミドが十分量複製さ
れるまで細胞分裂が停止するため, 当該プラスミドが宿主細胞集団内で安定的に維持
される事となる(図 4.8) (36). これらの知見から, 本章研究における pGE2 及び pGE2
由来組換えプラスミドは, K. europaeus 細胞内において安定的に維持される事が予想
され, in trans 発現や遺伝子相補実験に適したプラスミドであると考えられる. 
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 酢酸菌の潜在型プラスミドに着目すると, これまでは, 主に Acetobacter 属酢酸菌由
来のプラスミドが研究対象とされてきた(12, 13). また, それらプラスミドを基とした, 
大腸菌及び酢酸菌間におけるシャトルプラスミドもいくつか構築されている(14). 本
章研究において構築された pBE2 及び pBE3 は , 大腸菌 , K. europaeus, 及び A. 
pasteurianus 間におけるシャトルプラスミドとして機能した (図 4.5−4.7). A. 
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pasteurianus も食酢の工業生産に用いられている酢酸菌であり, 上記 2 種の組換えプ
ラスミドは, 産業上重要なこれら酢酸菌の遺伝子改変における有効な手段となるであ
ろう. また, KGMA0119 株より単離された 3 種のプラスミドは, それぞれ異なる複製
起点を持ち, 各々が和合性を示す. 従って, pGE2 及び pGE3 由来の pBE2 及び pBE3 も
互いに和合性であると考えられる. 本章研究では, 組換えプラスミド構築に当たり, 
β-ラクタマーゼ遺伝子を選抜マーカー遺伝子として用いたが(図 4.4), 互いに異なる選
抜マーカー遺伝子を潜在型プラスミドに導入する事で,  複数の組換えプラスミドを
保持する株の選抜も可能となるであろう. この事は, プラスミドを用いた酢酸菌の遺
伝子改変を行う上で極めて有益であると考えられる. 
	 第 2 章及び本章研究より, K. europaeus の代謝改変を図る上で必須となる基盤技術
(遺伝子破壊法及びプラスミドを用いた遺伝子改変技術)の確立に成功した. 
 
 
第 5 節	 要約  
	 酢酸菌 Komagataeibacter europaeus KGMA0119 株(野生株)より, 3 種の潜在型プラス
ミド pGE1 (2,524 bp), pGE2 (7,187 bp), 及び pGE3 (5,537 bp)を単離した. 相同性検索か
ら, pGE1, pGE2, 及び pGE3 は, それぞれ 3, 8, 及び 4 つの遺伝子を保持する事が予測
された. 次に, リアルタイム定量 PCR により潜在型プラスミドの細胞内におけるコピ
ー数(plasmid copy number, PCN)を測定した. KGMA0119 株を 0.4%エタノール及び
0.5%酢酸存在下で培養したところ, pGE1 の PCN は生育段階に依存した特徴的な変動
パターンを示した. すなわち, 対数期中期(7 コピー/ゲノム)から上昇し始め, 定常期
初期において最大値(12 コピー/ゲノム)に到達した. その後定常期後期において, 最小
値(4 コピー/ゲノム)まで減少した. pGE2 及び pGE3 は全ての生育段階を通して低いレ
ベル(1−3 コピー/ゲノム)に維持されていた. 高濃度(3.2%)エタノール存在下における
培養では, 3 種の潜在型プラスミドの PCN は, 0.4%エタノール下で培養した時と同様
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の挙動を示し, 両培地組成間における顕著な差異は観察されなかった. 一方, 1.0%酢
酸存在下で培養すると, pGE1 の PCN ピーク位置は, 定常期初期から対数期中期へと
遷移した(10 コピー/ゲノム). 更に, pGE3 の PCN も対数期中期において顕著に上昇し
た(6 コピー/ゲノム). pGE2 の PCN は, 全ての培地条件及び生育段階において, 常に低
レベル(1−3 コピー/ゲノム)に維持されていた. これらの結果から, pGE1 及び pGE3 は, 
生育段階及び酢酸濃度に応じて, 自己のコピー数を変動させる事が示唆された. 続い
て, pGE2 及び pGE3 全長をクローニングベクターpBR322 へ連結する事で, 2 種の組換
えプラスミド pBE2 及び pBE3 を構築した. pBE2 及び pBE3 は大腸菌, K. europaeus, 及
び Acetobacter pasteurianus 細胞内で複製した事から, 両組換えプラスミドは, 大腸菌
及び酢酸菌間におけるシャトルプラスミドとして利用しうる事が示された. 本章研究
により, K. europaeus 由来潜在型プラスミドを利用した遺伝子改変技術の基盤構築に
成功した. 
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第 5 章  
分岐鎖アミノ酸生産能を付与する基盤技術の構築  
 
第 1 節	 緒言  
	 食酢は酸味調味料であると同時に, 近年多くの消費者から健康食品として認知され
る様になった事を, 第 2 章緒言において述べた. 食酢主成分の酢酸は, AMP キナーゼ
(5′-AMP-activated protein kinase, AMPK)の活性化を介して糖新生及び脂質合成を抑制
する. このため, 食酢の摂取により II 型糖尿病諸症状の緩和・低減が期待出来る(1). 
この生理活性機能を根拠に, 様々な食酢飲料が開発され, 市場に流通する様になった
(2). 第 2 章において, 食酢の機能性を向上させるため, 生活習慣病改善効果を有する
分岐鎖アミノ酸(branched-chain amino acid, BCAA, バリン, ロイシン, 及びイソロイシ
ン)に着目し, 食酢生産酢酸菌Komagataeibacter europaeus KGMA0119株にBCAA生産
能を付与した株を作出した(3). 
	 分岐鎖アミノ酸, 特にロイシンは, 脂肪細胞及び骨格筋において脱共役タンパク質
(uncoupling protein)の発現を促進し, エネルギーを熱として放散させる(4, 5). これに
より消費エネルギー量が増加し, 高脂肪食に起因する体重増加(肥満)を抑制する事が
出来る(4). また, インスリン感受性を改善し, 糖新生におけるグルコース-6-ホスファ
ターゼの発現を抑制する事で, 高血糖症を改善する(4, 6, 7). 従って, 著量の BCAA を
含む食酢を摂取する事で, より効果的な生活習慣病の予防・改善が期待出来る. 
	 BCAA を含めたアミノ酸の生産法として, コリネ型細菌や大腸菌を用いた微生物発
酵法が第一に挙げられる(8, 9). アミノ酸生産菌を作出する有効な手法として, 標的ア
ミノ酸生合成経路におけるフィードバック制御機構の破壊が古くから採用されてい
る(8). バクテリアのBCAA生合成経路に着目すると, バリン及びロイシンはピルビン
酸を, イソロイシンはスレオニンを初発基質とした代謝経路により合成される(図
5.1). 第 2 章における研究から, K. europaeus も他の微生物同様の BCAA 生合成経路を
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有する事が示された(図 5.1). 一般に, 3 種の BCAA 生合成における共通の律速酵素は, 
アセトヒドロキシ酸シンターゼ(acetohydroxyacid synthase, AHAS)である(図 5.1). 大腸
菌は I−III 型の 3 種の AHAS アイソザイムを保持するが(8), 相同性検索の結果, K. 
europaeus の AHAS は大腸菌 III 型アイソザイム (ilvIH がコード: ilvI, 触媒サブユニッ
ト; ilvH, 調節サブユニット)と比較的高い相同性を示した(3). 大腸菌 III 型 AHAS は, 
バリン及びロイシンにより, それぞれフィードバック阻害(酵素活性阻害)及びフィー
ドバック抑制(転写抑制)を受ける(8, 10). 特にロイシンによるフィードバック抑制は, 
アミノ酸代謝及び輸送に関与する遺伝子群の発現を包括的に制御する転写因子
leucine responsive regulatory protein (Lrp)を介して行われる(11, 12). 
 
 
 
5.1. K. europaeusBCAA!". LMG 18890T#
, K. europaeus	BCAA!"
( 2). TD, threonine 
deaminase; AHAS, acetohydroxyacid synthase; AHAIR, acetohydroxyacid isomeroreductase; 
DHAD, dihydroxyacid dehydratase; AT, aminotransferase; IPMS, 2-isopropylmalate synthase; 
IPMD, 3-isopropylmalate dehydratase; IPMDH, 3-isopropylmalate dehydrogenase. 
Pyruvate
2-oxo 
butyrate
α-aceto 
lactate
2,3-dihydroxy 
isovalerate
2-oxo 
isovalerate
Thr
Val
Ile
2-aceto- 
2-hydroxy 
butyrate
2,3-dihydroxy 
-3-methyl 
valerate
2-oxo-3- 
methyl 
valerate
2-isopropyl 
malate
3-isopropyl 
malate
4-methyl 
-2-oxo 
isovalerate
Leu
Lactate
Glucose
Entner- 
Doudoroff 
pathway 
Asp
TCA 
cycle AHAS (ilvIH)
AHAIR 
(ilvC)
DHAD 
(ilvD)
AT 
(ilvE)
IPMS (leuA)
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 Lrp は AsnC 転写因子ファミリー(13, 14)に属している. AsnC は, アスパラギン生合
成に関与するアスパラギンシンテターゼ遺伝子(asnA)の転写を促進するが, 十分量の
アスパラギンが合成されると, 合成されたアスパラギンがシグナル分子として機能し, 
AsnC の転写促進作用を抑制する(13). AsnC は N 末端側に位置する DNA 結合領域
(helix-turn-helix, HTH), 及び C 末端側に位置するシグナル分子(アスパラギン)結合部
位から成る(14). 更に C 末端領域は, 四次構造形成にも関与している(14). Lrp も AsnC
と同様の構造を有しているが(図 5.2B), AsnC の標的遺伝子が asnA のみであるのに対
し(14), Lrp の標的は上記の通り広範囲にわたり, 巨大なレギュロンを形成している
(11, 15-18). Lrp のオルソログはバクテリア及びアーキアを通じて広く保存されている
(14, 17). 大腸菌では, 全遺伝子のうちの約 10%の転写が Lrp により制御されており, 
標的の多くはアミノ酸代謝及び輸送に関与する遺伝子である(11). Lrpは標的遺伝子に
依存して, アクティベーターとしてもリプレッサーとしても機能するが, 外界の栄養
状況を伝達するシグナル(リガンド)分子ロイシンが Lrp C 末端領域に結合する事で, 
その転写促進又は抑制作用は調節を受ける(11). ilvIH の転写は通常 Lrp により促進さ
れるが, ロイシンが Lrp に結合する事によりその転写促進作用は相殺される(12). 一
方, 先行研究において, 種々の変異型 Lrp 発現株が構築されており, それらを用いた
解析から, ロイシンに応答しない変異型 Lrp を発現する大腸菌では, ilvIH の転写が恒
常的となる事が明らかにされた(19). この事から, BCAA 生産菌を構築する上で, ロイ
シン非感受性となる様な変異を Lrp に導入する事も, フィードバック阻害機構の破壊
と同様, 有効な戦略であると考えられる. 
	 第2章において, K. europaeusにランダム変異を導入し, 分岐鎖アミノ酸アナログ(α-
アミノ酪酸 [α-aminobutyric acid, ABA])に対する耐性を付与する事で, バリン及びロ
イシンを生産する変異株 ABAr1-56 株を作出した(3). 本章では, ABAr1-56 株の変異点
解析を行い, K. europaeus における Lrp オルソログ(KeLrp)の, 132 番コドン(Trp)におい
て検出されたナンセンス変異(G396A)が, 同酢酸菌に BCAA 生産能を付与する決定因
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子であると推測した. これを検証するため, 第 3 章において確立した遺伝子破壊技術
を用い, Kelrp 破壊株を構築し, それらの BCAA 生産能を解析した. 
 
 
第 2 節	 実験材料及び方法  
供試菌株及び培地  
	 本章において供試した菌株及びプラスミドを表 5.1 に記載した. K. europaeus の培養
には, yeast-peptone-dextrose (YPD)培地(3)又は最少培地(窒素源として 1.0% [wt/vol] 
L-(+)-グルタミン酸ナトリウム・一水和物を含む) (3)を用いた. 培養は全て 30°C で行
い, 液体培養の際は往復振盪 150 rpm で行った. 特に明記しない限り, 両培地に 0.4% 
(wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸を加えて培養を行った. 固形培地での培養の
際は, YPD培地及び最少培地に 9 g/lの寒天を加えたものを用いた. Kelrp破壊株の生育
特性解析には最少培地を用い, 必要に応じて 0.5 mM BCAA (0.5 mM バリン, ロイシ
ン, 及びイソロイシン), 又は 20 種のアミノ酸(0.5 mM アラニン, グリシン, バリン, 
ロイシン, イソロイシン, スレオニン, セリン, プロリン, アスパラギン, アスパラギ
ン酸, メチオニン, フェニルアラニン, システイン, グルタミン, リジン, ヒスチジン, 
トリプトファン, アルギニン, 及びチロシン)を添加した. 遺伝子破壊ベクターの構築
には大腸菌 DH5α株(タカラバイオ, 滋賀) (20)を用いた. DH5α株の培養には 50 µg/ml
アンピシリン(シグマ・アルドリッチ社, アメリカ合衆国)を添加した Lysogeny broth 
(LB 培地) (21)を用い, 37°C で培養した. 
 
DNA 操作及びシーケンス解析  
	 一般的な DNA 操作に関する手法は既報(21)に準拠した. PCR の際の DNA ポリメラ
ーゼとして, KOD plus (東洋紡, 大阪)を用いた. PCR プライマーは, タイプ株 LMG 
18890T 株のドラフトゲノム配列(22)を基に設計した. 制限酵素及び各種修飾酵素は, 
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タカラバイオ又はニッポン・ジーン(東京)より購入した. アガロースゲル電気泳動後
の標的 DNA の精製には, NucleoSpin Gel and PCR Cleanup Kit (タカラバイオ)を用いた. 
遺伝子破壊ベクター構築には, クローニングベクターとして pBR322 (23)を用いた(タ
カラバイオ). プラスミド DNA の抽出は, アルカリ抽出法(21)又は Plasmid Midi Kit (キ
アゲン社, ドイツ)を用いて行った. DNA シーケンス解析は, BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit ver. 3.1 及び Model 3130 Capillary Sequencer (共にアプライド・バイオシ
ステムズ社, アメリカ合衆国)を用いて行った. 
 
 
 
	 # 
F−, Φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 
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Kelrp 破壊ベクター及び Kelrp 破壊株の構築  
	 Kelrp 破壊ベクター構築に用いた PCR プライマーを, 図 5.2 及び表 5.2 に記載した. 
遺伝子破壊は , 破壊ベクターとの相同組換え (double crossover homologous 
recombination)により行った. K. europaeus KGMA0704 株(ΔpyrE)及びオロト酸ホスホリ
ボシルトランスフェラーゼ遺伝子(pyrE)を, それぞれ遺伝子破壊実験における宿主及
び選抜マーカー遺伝子として用いた(24). また, Kelrp 及び pyrE 遺伝子を含む領域の増
幅には, 鋳型として KGMA0119 株(野生株)の全 DNA を用いた. DNA 断片の連結は, 
DNA リガーゼ(Ligation-Convenience Kit, ニッポン・ジーン)を用いて行った. 必要に応
じ, プライマーの 5′末端を, T4 ポリヌクレオチドキナーゼ(タカラバイオ)を用いてリ
ン酸化した. 5′末端をリン酸化したプライマーEP-F2 及び E-R4 を用いて, pyrE 翻訳領
域(open reading frame, OFR)及びそのプロモーターを含む 1.5 kb の領域(pyrE マーカー)
をPCR増幅した(図 5.3). 次に, Kelrp全長を完全に欠失させる破壊ベクターを, 以下の
手順に従い作製した. Kelrp ORF 及びその 5′側上流及び 3′側下流領域(共に 1.0 kb)を含
む 2.6 kb の領域を, Kelrp-F1 及び Kelrp-R1 を用いて PCR 増幅した(図 5.2A). 得られた
PCR 産物及び pBR322 を BamHI 及び HindIII で消化し, 両者を連結した. 得られた中
間プラスミドを鋳型とし, Kelrp-i1及びKelrp-i2を用いたインバースPCRにより, Kelrp 
ORFの575 bpを除去した(図 5.2A). 得られたPCR産物及び5′末端をリン酸化したpyrE
マーカーを連結し, pBR322-ΔKelrp::pyrE とした(図 5.3A). 続いて, ABAr1-56 株 Kelrp
遺伝子座において検出された点変異(G396A)を導入するためのベクターを, 以下の手
順に従い作製した. Kelrp ORF の 396 番目に位置するグアニン残基を基点とし, その 5′
側上流及び 3′側下流領域(共に 1.0 kb)を含む 2.0 kb の領域を, Kelrp2-F1 及び Kelrp2-R1
を用いて PCR 増幅した(図 5.2A). 得られた PCR 産物及び pBR322 を HindIII 及び
BamHIで消化し, 両者を連結した. 得られた中間プラスミドを鋳型とし, Kelrp2-i1, 及
び 5′末端に G396A に対応する一塩基置換を有する Kelrp2-i2 を用いてインバース PCR
を行う事で, ABAr1-56 株と同じ点変異を導入した(図 5.2A). この時に, Kelrp ORF 397
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番塩基以降の 115 bp (397−511 番塩基)を同時に除去した(図 5.2A). 得られた PCR 産物
及び 5′末端をリン酸化した pyrE マーカーを連結し, pBR322-ΔKelrp2 とした(図 5.3B). 
	 pBR322-ΔKelrp::pyrE 及び pBR322-ΔKelrp2 を , 既報 (第 3 章参照 ) (24)に従い
KGMA0704 株に導入し, ウラシル原栄養性株を選抜した. 候補株の遺伝子型は, プラ
イマーペア Kelrp-F1 – Kelrp-R1 又は Kelrp2-F1 – Kelrp2-R1 を用いた PCR(図 5.3), 及び
得られた PCR 産物のシーケンス解析により同定した. Kelrp 完全欠失株, 及び G396A
点変異導入株を, それぞれ KGMA7110 株(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE)及び KGMA7203 株
(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)とし(図 5.3), 以降の実験に供試した. 
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Kelrp 破壊株の BCAA 生産能解析  
	 KGMA0119 株, KGMA7110 株, 及び KGMA7203 株を 30 ml の最少培地で培養し, 培
養液上清(培養液の遠心分離[4°C, 10,000 × g, 5 分]により調製)を経時的に採取した. 上
清中に蓄積した BCAA を薄層クロマトグラフィー(thin layer chromatography, TLC) (25)
 (5′ - 3′) a, b 
EP-F2 
E-R4 
Kelrp-F1 
Kelrp-R1 
Kelrp-i1 
Kelrp-i2 
Kelrp2-F1 
 
Kelrp2-R1 
 
Kelrp2-i1 
Kelrp2-i2 
ilvI-qRT-Fw 
ilvI-qRT-Rv 
ilvH-qRT-Fw 
ilvH-qRT-Rv 
ilvC-qRT-Fw 
ilvC-qRT-Rv 
ilvD-qRT-Fw 
ilvD-qRT-Rv 
ilvE-qRT-Fw 
ilvE-qRT-Rv 
leuE-qRT-Fw 
leuE-qRT-Rv 
16S-qRT-Fw 
16S-qRT-Rv 
CTGCCATATCCCGTGTTCGT 
TCGCCATAGGGAAAGACTGC 
AAGGATCCTACGGAGGCAGGTCAAGGACTCTT 
AAAAAGCTTGCGAACAGCGCC 
GTGACGGTGCGGTACAGCCC 
AGGAAATTGTGACGATAGGGTTTTTCTG 
AAAAGCTTAGCGCTTCTTCCACCGCCGTATTG 
 
AAGGATCCCATGGCATGCTGCATGAATACGCAG 
 
ATGTGGTGCGCGTGCAGACG 
TCAGCCCGATACCTGGTTTTCA 
TCGATCCCAGCCAGATCAAC 
AGTCCCATTCCTCCAGCATC 
AATGGCGCTGGTCAAGGTG 
CGCACCCGTCAGTTCAAAG 
GGCACCTTTGTGCGCAACT 
GCTTTTCGCCCACCTTCTC 
GATGCGGTGGAATACATGGTC 
GAGACGAAGATGGTCGGAATG 
TCTCGCCGACATTGCTG 
CGCGACATGATGGATGG 
ATTCGCGATGGTGGAAGTG 
CCGAACCCGATAAACACGA 
AACCTGGCTCATGACTGACG 
CCCAACATCCAGCACACATC 
pyrE 
pyrE 
Kelrp
	 
Kelrp
	 
Kelrp
 
Kelrp
 
KeLrp C 
	 
KeLrp C 
	 
KeLrp C 
KeLrp C 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
a 制限酵素認識配列を下線で示した. 
b プライマーKelrp2-i2の5′末端は, ABAr1-56株で検出された点変異(G396A)を導入するた
めの一塩基置換(C→T)を有する. 
5.2. 
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及びガスクロマトグラフィー(gas chromatography, GC)により定性・定量した. TLC 解
析の際は, 培養液上清及びBCAA標準溶液(1 mM バリン及びロイシン)を10 µl展開し
た. GC分析には, キャピラリーカラム(Zebron Amino Acid GC Column, 10 m × 0.25 mm, 
フェノメネックス社, アメリカ合衆国)を備え付けた GC-2010 (島津製作所, 京都)を用
いた. キャリアガスとしてヘリウムを用い, 流速 50 cm/分で分析を行った. カラム・オ
ーブンの温度は, 昇温速度 20°C/分で 80°C から 320°C まで上昇させた. 培養液上清中
のアミノ酸は, EZ:Faast Amino Acid Analysis Kit (フェノメネックス社) (26)を用いて誘
導体化し, GC分析に供試した. 内部標準として, 20 nmolのノルバリンを分析サンプル
に添加した. 
 
転写量解析(quantitative reverse-transcription PCR, qRT-PCR [定量 RT-PCR]) 
	 KGMA0119 株, KGMA7110 株, 及び KGMA7203 株を 30 ml の最少培地で培養し, 
KGMA0119 株及び KGMA7203 株が対数期中期(培養 16 時間, 図 5.5)に到達した時点
で上記 3 株の菌体を遠心分離(4°C, 10,000 × g, 5 分)により回収し, RNeasy Mini Kit (キ
アゲン社)を用いて菌体から全 RNA を抽出した. RNA サンプル中に混入した DNA は, 
DNaseI (ロシュ社, アメリカ合衆国)により分解した. BCAA 生合成及び排出に関与す
る遺伝子の転写量は, SuperScript III RT/Platinum Kit (インビトロジェン社, アメリカ合
衆国)及び ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (アプライド・バイオシステムズ
社)を用いた定量 RT-PCR により測定した. 定量 RT-PCR に用いたプライマーを表 5.2
に記載した. 検量線作成のため, 各遺伝子の標的領域を, KGMA0119株全DNAを鋳型
とした PCR により増幅した(ilvI, ilvI-qRT-Fw – ilvI-qRT-Rv; ilvH, ilvH-qRT-Fw – 
ilvH-qRT-Rv; ilvC, ilvC-qRT-Fw – ilvC-qRT-Rv; ilvD, ilvD-qRT-Fw – ilvD-qRT-Rv; ilvE, 
ilvE-qRT-Fw – ilvE-qRT-Rv; leuE, leuE-qRT-Fw – leuE-qRT-Rv; 16S rRNA 遺伝子, 
16S-qRT-Fw – 16S-qRT-Rv). 得られた PCR 産物 100, 10, 1, 0.1, 及び 0.01 pg を用い, 各
遺伝子に特異的な検量線を作成した. 全RNAを鋳型とした定量RT-PCRを行い, 標的
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遺伝子の転写量を定量した. 得られた測定値を 16S rRNA 遺伝子の転写量で除する事
で標準化した . 更に , 株間の比較を行うため , 遺伝子破壊株の転写量を , 野生株
KGMA0119 株の転写量を 1 とした時の相対値で示した. PCR 増幅が特異的に行われた
事を確認するため, 反応終了後に融解曲線分析を行った. 手順はメーカーのプロトコ
ールに準拠した. 
 
塩基配列のアクセッション番号  
	 Kelrp, ilvI, ilvH, ilvC, 及び leuE の塩基配列は, それぞれ AB899159, AB899160, 
AB899161, AB899162, 及び AB899163 のアクセッション番号の下, データベース
DDBJ, EMBL, 及び GenBank に登録された. 
 
 
第 3 節	 結果  
K. europaeus の lrp オルソログ及び ABAr1-56 株の変異点解析  
	 初めに, 大腸菌 Lrp (P0ACJ0)のアミノ酸配列をクエリとして, タイプ株 LMG 
18890T 株のドラフトゲノム配列に対して相同性検索(TBLASTN)を行った. その結果, 
大腸菌Lrpと高い同一性(40%)及び相同性(56%)を示すタンパク質をコードする遺伝子
が同定された. これを K. europaeus における lrp オルソログ(Kelrp)とした. シーケンス
解析の結果, KGMA0119 株(野生株)も同オルソログを保持する事が判明した. Kelrp は
グリコシルトランスフェラーゼ(glycosyltransferase, gt)遺伝子とクラスターを形成して
おり, その 3′末端の 4 bp は gt 遺伝子と重複していた(図 5.2A). また, ORF 上流におい
て, Kelrp とは逆向きに配置されたチオレドキシンレダクターゼ(thioredoxin reductase, 
tr)遺伝子が同定された(図 5.2A). Kelrp は 579 bp (192 アミノ酸残基)からなり, タンパ
ク質の保存領域として, N 末端側に DNA 結合領域(HTH)が検出された(図 5.2B). また
C 末端側においても, AsnC ファミリー転写因子に特徴的な構造(β1α1β2β3α2β4: α, αヘ
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リックス; β, βシート)が保存されていた(図 5.2B). 
	 続いて, ランダム変異の導入により得られたバリン及びロイシン生産株である, 
ABAr1-56 株(3)の変異点解析を行った. 標的として, BCAA 生合成系遺伝子群(図 5.1)
及び Kelrp を選択した. シーケンス解析の結果, 図 5.1 に示した BCAA 生合成に関与
する遺伝子からは, いかなる変異も検出されなかった. 一方で, Kelrp ORF 中において
点変異が検出され, 396 番目のグアニンはアデニンへと置換されていた(G396A) (図
5.2, アスタリスク [*]). この一塩基置換により 132 番目のトリプトファンコドン
(UGG)は終止コドン(UGA)となる. これらの結果, 及び大腸菌等で既に明らかにされ
ている知見(11, 12, 19)から, この G396A 変異が K. europaeus に BCAA 生産能を付与す
る決定因子であると推測し, 以降の実験において, 2 種の Kelrp 破壊株を構築し, それ
らの諸特性を解析した. 
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Kelrp 破壊株の構築  
	 Kelrp 全長を欠損させるための破壊ベクター(pBR322-ΔKelrp::pyrE), 及び G396A 点
変異を導入するためのベクター(pBR322-ΔKelrp2)を KGMA0704 株(ΔpyrE)に導入し, 2
種の Kelrp 破壊株の構築を試みた(図 5.3). 得られた Kelrp 完全欠失株及び G396A 点変
異導入株を, それぞれ KGMA7110 株(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE)及び KGMA7203 株(ΔpyrE 
;5.2. ABAr1-56CKelrp[0>D5
$++<N. (A) K. europaeus
Kelrp[0>@.  )(*)ABAr1-56CKelrp[0>3D5
J<N
(G396A)Q. <N132MOTrp#+SG#+<6. FA;.
\9/\Q
P7, 	pBR322-ΔKelrp::pyrE9pBR322-ΔKelrp22WL

%(',Q(;5.38K). Kelrp2-i2, 5′末端にG396A点変異を導入するための
一塩基置換(C→T)を有する. tr, thioredoxin reductase; gt, glycosyltransferase. (B) =UVLrp
KeLrpEZIY. (.H) =UVLrp. FA;.\P7(β1−4)94R(α1, 2), 	
β,"9α&)!EZQ. FA;/\]-X, )+#(*+)
B?T:\1Q. (/H) KeLrp. )(*)ABAr1-56CKelrp[0>3D5

J<N(G396A)Q. HTH, helix-turn-helix; C-terminal, C-terminal ligand molecule 
binding domain; aa, amino acids. 
192 aa 
164 aa 
KeLrp 
HTH C-terminal
α1 β1 α2 β2 β3 β4 
100 aa 
HTH C-terminal
E. coli 
Lrp 
* 
A 
B 
Kelrp-F1 Kelrp-R1 Kelrp-i2 Kelrp-i1 
Kelrp2-F1 Kelrp2-i2 Kelrp2-i1 Kelrp2-R1 
tr gt
*
1 kb 
Kelrp 
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KelrpΔ(397-511)::pyrE)とした(図 5.3). 両株の遺伝子型を確認するため, 図 5.3 に示し
たプライマーペア (Kelrp-F1 – Kelrp-R1 又は Kelrp2-F1 – Kelpr2-R1)を用いて
KGMA0119 株, KGMA0704 株, KGMA7110 株, 及び KGMA7203 株の Kelrp 遺伝子座を
PCR 増幅したところ, 遺伝子破壊株からは野生株及び親株よりも長い DNA 断片が増
幅された(図 5.4). また, 得られた PCR 産物のシーケンス解析の結果, KGMA7110 株で
は Kelrp 全長が pyrE 遺伝子により置換され, KGMA7203 株では G396A の変異が導入
されると共に pyrE 遺伝子が挿入されている事が確認された(図 5.3). これら結果より, 
Kelrp 遺伝子の欠失, 或いは点変異の導入が確認されたため, KGMA7110 株及び
KGMA7203 株を以降の実験に供試した. 
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/5.3. KelrpM3@BQ. (A) KelrpD5@BQ. Kelrp'[D5M3!
(pBR322-ΔKelrp::pyrE)KGMA0704@(ΔpyrE)8&, ;KelrpD5@
KGMA7110@(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE)
. (B) C?P]1D=4K0KeLrpLH@BQ. 
ABAr1-56@	A(E4K(G396A)>pBR322-ΔKelrp2KGMA0704
@8&, ;KelrpZ)D=@KGMA7203@(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)

. G396A4K8&, KGMA7203@C?P]1$T<7 S-Z
$D=4K0KeLrpLH. pyrE!!Y#6, EP-F2 – E-R4J
PCR%U. ;2OKelrpM3@Y#60, C:/"ZN
!JPCR.7(KGMA7110@, Kelrp-F1 – Kelrp-R1; KGMA7203@, 
Kelrp2-F1 – Kelrp2-R1. /5.4*F). , \29PCRIG[C:/+
N. ,Y#6WR/5.2VX.  
KGMA0704 
(ΔpyrE) 
KGMA7203 
(ΔpyrE KelrpΔ"
(397-511)::pyrE) 
PCR 
fragment 
(kb) 
2.0 
3.4 
KGMA0704 
(ΔpyrE) 
KGMA7110 
(ΔpyrE 
ΔKelrp::pyrE) 
PCR 
fragment 
(kb) 
2.6 
3.5 
A 
B 
1 kb 
Kelrp2-F1 Kelrp2-R1 
Kelrp2-R1 *
pBR322-ΔKelrp2 (7,389 bp) 

pyrE
ColE1 ori
tr gt
*
pyrE
Kelrp2-F1 
selection of 
Ura+ 
Ampr 
Kelrp 
Kelrp-F1 Kelrp-R1 
pBR322-ΔKelrp::pyrE (7,562 bp) 

pyrE
ColE1 ori
tr gt
pyrE
Kelrp-F1 Kelrp-R1 
selection of 
Ura+ 
Kelrp 
Ampr 
EP-F2 E-R4 
EP-F2 E-R4 
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Kelrp 破壊株の生育特性解析  
	 Lrp は大腸菌おいてアミノ酸代謝及び輸送に関与する多数の遺伝子群の転写を制御
している(11). また, lrp 遺伝子を完全に欠失させた大腸菌は, 著しい生育遅延を示す
(16). Kelrp 遺伝子の破壊が生育に与える影響を検証するため, KGMA7110 株及び
KGMA7203 株を最少培地で培養した. Kelrp 完全欠失株である KGMA7110 株は, 野生
株と比較して著しい生育遅延を示した(図 5.5). この生育遅延は, 0.5 mM BCAAの添加
により部分的に解消され, 20 種のアミノ酸(各 0.5 mM, 第 2 節参照)添加でほぼ完全に
解消された (図 5.5). 一方で , KGMA7203 株は野生株とほぼ同等の生育を示し , 
KGMA7110 株で見られた様な生育遅延は観察されなかった(図 5.5). 
 
5 .4 . Kelrp&!* . 
KGMA0119!(+#!), KGMA0704!
( Δ p y r E ) ,  K G M A 7 1 1 0! ( Δ p y r E 
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,
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%
!Kelrp*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Kelrp 破壊株の BCAA 生産能  
	 図 5.5 で示した通り, 2 種の Kelrp 破壊株を最少培地で培養した. この時, 培養液上
清中に蓄積した BCAA を, TLC 及び GC により定性・定量した. KGMA0119 株はいず
れの BCAA も蓄積しなかったのに対し, KGMA7203 株は 96 時間の培養でバリン及び
ロイシンを, それぞれ 0.80 mM 及び 0.26 mM 蓄積した(図 5.6). また, KGMA7110 株も
BCAA を生産し, 96 時間の培養でバリン及びロイシンを, それぞれ 0.48 mM 及び 0.11 
mM 蓄積した(図 5.6). イソロイシンは, いずれの株の培養液上清からも検出されなか
った(図 5.6C). 
 
)5 .5 . KelrpD.;AG@3K: . 
KGMA0119;(PA;), KGMA7110;
(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE), %
KGMA7203;
(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)71,*
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;; , KGMA7110;; , 
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OS<"; 
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O('0.5 mM)<". 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2+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BCAA 生合成及び排出に関与する遺伝子群の転写量解析  
	 Kelrp破壊株のBCAA生産能と, 遺伝子発現動態との相関を解析するため, BCAA生
25.6. KelrpK7BBCAAIJO. KGMA0119B(XIB), KGMA7110B(ΔpyrE 
ΔKelrp::pyrE), /
KGMA7203B(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)@:636](2
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合成遺伝子 ilvI, ilvH, ilvC ( アセトヒドロキシ酸イソメロレダクターゼ
[acetohydroxyacid isomeroreductase, AHAIR]), ilvD (ジヒドロキシ酸デヒドラターゼ
[dihydroxyacid dehydratase, DHAD]), 及び ilvE ( アミノトランスフェラーゼ
[aminotransferase, AT]) (図 5.1 及び 5.7A)の転写量を定量 RT-PCR により測定した. 
KGMA0119 株, KGMA7110 株, 及び KGMA7203 株を最少培地で培養し(図 5.5), 
KGMA0119 株及び KGMA7203 株の生育が対数期中期(16 時間, 図 5.5 矢印)に到達し
た時点で, 3 株から全 RNA を抽出し, それらを定量 RT-PCR の鋳型とした. 解析の結
果, KGMA7203 株の ilvI 及び ilvC の転写量は, それぞれ野生株の 4 倍及び 6 倍に上昇
していた(図 5.7B). KGMA7110 株においても BCAA 生合成遺伝子の転写量上昇が見ら
れ, その上昇程度は KGMA7203 株とほぼ同等であった(図 5.7B). 遺伝子構造(図 5.7A)
から ilvI と共転写されると推測される ilvH も, 両 Kelrp 破壊株においてその転写量は
上昇していた(データ示さず). 一方, ilvD及び ilvEの転写量に関しては, 3株間で顕著な
差異は観察されなかった(データ示さず). 微生物によるアミノ酸の高生産を達成する
には, 生合成遺伝子群に加え, 排出ポンプ遺伝子の高発現も効果的である(27). そこ
で, 大腸菌においてロイシン及びバリンの排出を担う LeuE (AAC74868) (28, 29)に着
目し, LeuE アミノ酸配列をクエリとして, タイプ株 LMG 18890T 株のドラフトゲノム
配列(22)に対して相同性検索(TBLASTN)を行った . その結果 , 比較的高い同一性
(26%)及び相同性(48%)を示すタンパク質をコードする推定遺伝子が, ゲノム中で 1 コ
ピーのみ同定された(図 5.7A). これを K. europaeus における leuE オルソログとし, そ
の転写量を解析した. KGMA7203株の leuE転写量は野生株とほぼ同等であったのに対
し, KGMA7110 株の転写量は, 野生株の 5 倍にまで上昇していた(図 5.7B). 
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第 4 節	 考察  
	 本章における研究から, K. europaeus における Lrp オルソログ(KeLrp)が同定された. 
KeLrp は, 他の AsnC ファミリー(14)に属する転写因子と同様に, 典型的な 2 つの保存
-5.7. BCAAE,8+:)W"R#2L, +Q(TP=. (A) BCAA
E,8KR#2(ilvIHC,  @)+BCAA:)R#2(leuE, !@). ilvI, 
acetohydroxyacid synthase large subunit; ilvH, acetohydroxyacid synthase small subunit; ilvC, 
acetohydroxyacid isomeroreductase; fah, fumarylacetoacetate hydroxylase; mct, metallic cation 
transporter; leuE, exporter of BCAAs; fum, fumarase. (B) ilvI, ilvC, +leuEQ(TP=. 
KGMA0119>(SE>), KGMA7110>(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE), +KGMA7203>(ΔpyrE 
KelrpΔ(397-511)::pyrE)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Q(T, 3TRT-PCRA3
. KelrpI1>Q(T, KGMA0119>Q(T1;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領域(N 末端側 DNA 結合領域及び C 末端側推定リガンド結合領域)を保持していた(図
5.2B). 一般に, Lrp を含めた AsnC ファミリー転写因子は, C 末端領域に特徴的な
β1α1β2β3α2β4 構造を有する(図 5.2B) (17, 30). 大腸菌における変異型 Lrp を用いた詳細
な解析から, リガンド分子であるロイシンの結合部位は, β2 及びβ3 間のループ構造で
あると推測されている(30). これを踏まえると, ABAr1-56 株(3)及び KGMA7203 株が
持つ, KelrpにおけるG396A点変異は, α1及びβ2間のループ構造内に位置するものと推
測される(図 5.2B). この位置にナンセンス変異が導入される事により, 上記 2 株は C
末端側リガンド結合領域を欠損した変異型 KeLrp を発現しているものと考えられ, そ
の様な変異型 KeLrp は, リガンド分子に対して非感受性であると推測される. 大腸菌
の場合, 通常 Lrpは ilvIHの転写を促進し, ロイシンがC末端側リガンド結合部位に結
合する事で, その転写促進作用は抑制される(11, 12). また, ロイシン非感受性の変異
型 Lrp を発現する大腸菌では, ilvIH の発現が恒常的となる事が知られている(19). 一
方, lrp 遺伝子を完全に欠失させた変異株における ilvIH の転写量は, 野生株と比較し
て著しく低下する(12, 19). この様な大腸菌で観察された現象とは対照的に, 本研究に
おいて構築された Kelrp 完全欠失株(KGMA7110 株), 及び G396A 点変異導入株
(KGMA7203株, KeLrp C末端領域の推定リガンド結合部位欠損株)共に, ilvIHを高発現
していた(図 5.7B). この結果を踏まえると, KeLrp は, 大腸菌 Lrp と異なる制御様式を
持つ事が示唆される. 特に, ilvIH に対してはリプレッサーとして機能すると考えられ
る(図 5.8A). 一方で, KGMA7110 株の生育遅延は, アミノ酸の添加により解消された
(図 5.5). この事実は, 大腸菌 Lrp 同様, KeLrp もアミノ酸代謝に関わる遺伝子の発現全
般を包括的に制御している事を強く支持する結果であると考えられる. KeLrp のリガ
ンド分子特定を含めた詳細な機能解析が現在行われている. 
	 定量 RT-PCR の結果から, KGMA7110 株及び KGMA7203 株は, どちらも ilvIH 及び
ilvC 遺伝子を高発現している事が明らかとなった(図 5.7B). 両株共に培養液中に
BCAAを蓄積したが, 生産量には差が見られ, 完全欠失株であるKGMA7110株は著し
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い生育遅延を示した(図 5.5). 更にその生育遅延は, BCAA の添加により部分的に解消
された(図 5.5). これらに加え, KGMA7110 株は, BCAA 排出ポンプ遺伝子と考えられ
る leuE を, 野生株及び KGMA7203 株の 5 倍量発現していた(図 5.7B). 大腸菌では, 
LueE が適切なレベルで発現する限り, 細胞内に蓄積した過剰量のロイシン及びバリ
ンのみが細胞外へ排出される(28, 29). この事実を踏まえると, LeuEを過剰発現してい
る KGMA7110 株では, 自身の生育に必須な BCAA までも細胞外へ排出されてしまっ
ている事が予想される. 従って, KGMA7110 株が示した生育遅延及び弱い BCAA 要求
性(図 5.5)は, BCAA 生合成の停滞ではなく, LeuE 高発現によるロイシン及びバリンの
異常排出に起因するものと推測される(図 5.8B). 
	 KGMA7203 株は C 末端側の推定リガンド結合部位を欠損した変異型 KeLrp を発現
し , リガンド分子に対して非感受性であると考えられる . KGMA7110 株及び
KGMA7203株間で leuEの転写量に差異が見られた事から(図 5.7B), この変異型KeLrp
は, 完全にはその機能を失ってはおらず, 標的遺伝子群の転写に対して, 依然いくら
かの影響を及ぼすものと考えられる. 変異型 KeLrp の細胞内における挙動を明らかに
するには更なる詳細な解析が必要ではあるものの, leuE の転写制御については, N 末
端側の DNA 結合領域のみでも十分な機能を発揮出来るものと推測される(図 5.7B 及
び 5.8A). その一方で, ilvIHの転写抑制にはC末端領域が必須である事がうかがえ, 同
領域の欠損により, リプレッサーとしての機能は失われる(図 5.7B 及び 5.8A). これら
を考慮すると, KGMA7203 株が野生株と同等の生育を維持しながらバリン及びロイシ
ンを生産出来るのは, 同株が BCAA 生合成遺伝子を高発現すると共に LeuE を適切な
レベルで発現する事で(図 5.7B), 自身の生育に必要なバリン及びロイシンは細胞内に
とどめつつ, 不要な分のみを排出しているためと推測される(図 5.8B). 
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 本章の研究から, Kelrp 遺伝子の破壊が, K. europaeus に BCAA 生産能を付与する決
定因子である事が解明された. 一方で, ABAr1-56 株及び本章において構築された 2 種
の Kelrp 破壊株の BCAA 生合成遺伝子は野生型のままであり, フィードバック制御機
構の多くは依然正常に機能している事が予測される. BCAA の生合成は, 多段階のフ
ィードバック制御機構により制御されている(8). 例えば, ロイシン生合成の律速酵素
は AHAS 及び 2-イソプロピルリンゴ酸シンターゼ(2-isopropylmalate synthase, IPMS)で
5.8. Kelrp4(BCAA./*#	. (A) KeLrpC'5?+&0KeLrp
)3<!1-$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ある(図 5.1). K. europaeus が保持すると考えられる III 型 AHAS は, バリンが調節サブ
ユニットに結合する事で(31, 32), また IPMS は C 末端の調節領域にロイシンが結合す
る事でその酵素活性が阻害される(33). これら酵素のリガンド結合部位は変異株を用
いた解析から厳密に特定されており, その知見を基にアミノ酸置換を導入する事で, 
フィードバック阻害耐性を有する酵素のデザインも可能である(31-33). KGMA7203 株
は, 野生株と同等の生育を示した(図 5.5). 微生物による物質生産を検討する上で, 菌
体収量は生産性に直結する重要な要素の一つである . 従って , KGMA7203 株は , 
KGMA7110 株よりも好ましい BCAA 生産プラットフォームであると言える. この
KGMA7203 株に上記の様な変異を導入する事で, BCAA 生産性の向上が期待出来るで
あろう. 
 
 
第 5 節	 要約  
	 分岐鎖アミノ酸(branched-chain amino acid, BCAA, バリン, ロイシン, 及びイソロイ
シン), 特にロイシンは, 肥満や高血糖症等の生活習慣病諸症状を緩和・低減する生理
活性機能を有する. また, 食酢の主成分である酢酸は, 脂質合成及び糖新生を抑制す
る作用を有しており, II 型糖尿病治療の一助になる事が期待されている. 従って, 
BCAA を含む食酢は, 生活習慣病の症状を改善する上でより効果的であると考えられ
る. 第 2 章の研究で得られた知見を基に, 食酢製造酢酸菌 Komagataeibacter europaeus
の転写因子 leuscine responsive regulatory protein (KeLrp)に着目し, Kelrpを破壊する事で
BCAA 生産能の付与を試みた. KGMA0119 株(野生株)はいずれの BCAA も生産しなか
ったのに対し, Kelrp 遺伝子全長を欠失させた KGMA7110 株(ΔpyrE ΔKelrp::pyrE)は, 
培養液中にバリン及びロイシンを, それぞれ 0.48 mM 及び 0.11 mM 蓄積した. しかし
ながら, KGMA7110株は著しい生育遅延を示し, 正常な生育には 20種の基本アミノ酸
を要求した. 一方, 第 2 章において作出された BCAA 生産株 ABAr1-56 株の変異点解
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析の結果, 同株の Kelrp 遺伝子 132 番トリプトファンコドンの位置に, ナンセンス変
異が導入されている事が明らかとなった. これを踏まえ, 同様の変異を導入した
KGMA7203株(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)を構築した. KGMA7203株は推定シグナル
(リガンド)分子結合部位を含む, C末端領域の欠損した変異型KeLrpを発現すると考え
られる. KGMA7203株は野生株と同等の生育を示し, 更にKGMA7110株よりも多くの
バリン(0.80 mM)及びロイシン(0.26 mM)を培養液中に蓄積した. 定量 RT-PCR により
BCAA 生合成遺伝子(ilvI 及び ilvC)の転写量を測定した結果, それら遺伝子の転写量は
両 Kelrp 破壊株において, 野生株よりも顕著に上昇していた. 更に BCAA 排出ポンプ
遺伝子(leuE)の転写量を測定したところ, KGMA7110 株においてのみ高発現が確認さ
れた. これらの結果から, KGMA7110 株は BCAA 生合成及び排出ポンプ遺伝子を同時
に高発現する事でバリン及びロイシンを培養液に蓄積するが, 自身の生育に必須な
BCAA まで排出し, その結果生育遅延が引き起こされたものと推測された. 対照的に, 
KGMA7203 株は生合成遺伝子を高発現すると同時に, 適切な量の排出ポンプを発現
しており, 自身の生育に不要な BCAA のみ細胞外に排出する事で, 正常な生育及び
BCAA の高生産を達成しているものと考えられた. 本章研究から, K. europaeus に
BCAA 生産能を付与する決定因子が KeLrp の欠失, 或いはその C 末端領域の欠損であ
る事が解明された. 生育遅延を示す事なく BCAA 生産を達成出来る KGMA7203 株は, 
BCAA 含有食酢の製造において望ましい菌株であると考えられる. 
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第 6 章  
代謝改変酢酸菌を用いたショウジョウバエ誘引素材の開発  
 
第 1 節	 緒言  
	 Drosophila melanogaster に代表されるショウジョウバエは, 腐敗果実や食品に寄生
し繁殖する事から, 都市部における不衛生指標の一つとして認識されている. 特に食
品産業において, ショウジョウバエの発生は異物混入の原因となりうるため, その個
体数を常に低い水準に維持する事は, 重要な課題の一つであると言える. 近年, D. 
melanogaster の近縁種 Drosophila suzukii (spotted-wing drosophila, SWD) による果樹栽
培における深刻な農業被害が欧米を中心に報告されている(1-3). SWD は東南アジア
に起源を持つショウジョウバエであり, 雄は羽に特徴的な模様(黒い丸印)を持つ事か
ら, SWD と呼ばれる. 2000 年代に貿易を通じて欧米に伝播されたと考えられる, 認知
されて間もない害虫であるが, 既に欧米の広範な地域で農業被害をもたらしている
(1). 一般にショウジョウバエは腐敗した果実や食品のみに寄生するが, SWDは他種シ
ョウジョウバエとは異なり, 非常に鋭い鋸歯状の産卵管を備えているため, 成熟前の
若い果実(ブルーベリー, イチゴ, 桃等)にも産卵する事が出来る(1). 結果として, 寄
生された果実は収穫前の段階で既に著しい損傷を受ける. SWD による損傷箇所では
微生物の繁殖, それに伴う腐敗が進行するため, その腐敗箇所に他種ショウジョウバ
エが二次感染する事で, 果実の劣化は更に進む. 他の病害虫に対する防除同様に, 
SWD が発見された場合迅速な殺虫剤散布が必要となるが, 薬剤散布の回数が増える
程, 残留農薬の量が許容される閾値を超える危険性も高まるため, 加工プラントや輸
出ターミナルで収穫物の受け入れを拒否される可能性も必然的に高くなる(4). 果樹
栽培での SWD による経済損失が試算され, その額は北米で年間 5 億ドル, 南欧で 300
万ユーロに上ると推測されている(5, 6). 従って, この SWD による莫大な経済損失を
防ぐためには, 体系的な防除プログラムの確立が急務であり, その第一歩として, 
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SWD 及び他種ショウジョウバエの集団数を的確に把握するための効率的な捕虫器開
発が求められている. 
	 近年, 安全・安心を求める消費者動向に応じる形で, 化学成分の代わりに発酵食品
を誘引剤原料として用いた, 一般家庭向けのショウジョウバエ捕虫器が開発され, 広
く市場に流通する様になった. 発酵食品の中でも, 食酢及びワインは, 強力なショウ
ジョウバエ誘引作用を有する事が知られている(7, 8). ガスクロマトグラフィーによ
り分離した成分を昆虫の触角に接触させ, 触角先端及び基部間に生じる電位差を検出
す る 事 で 生 理 活 性 物 質 を 探 索 す る 手 法 (gas chromatography coupled with 
electroantennographic detection, GC-EAD)により, 食酢及びワインに含まれる, ショウ
ジョウバエ誘引作用を有する揮発性成分がいくつか同定されている(6, 9, 10). 中でも, 
食酢の主成分である酢酸は, 非常に強いショウジョウバエ誘引作用を有する(6, 8, 11). 
また, 多くの乳製品に含まれる, チーズ或いはバター様の重い臭気を持つアセトイン
(12)は, 酢酸と共に強力なショウジョウバエ誘引効果を発揮する(6, 10). 両物質は, シ
ョウジョウバエに餌及び産卵場所を伝達するシグナル分子であると考えられている
(11). 従って, 著量のアセトインを含有する食酢は, より効率的にショウジョウバエ
を誘引する事が期待される. 
	 Komagataeibacter eruopaeus や Acetobacter pasteurianus に代表される酢酸菌は, 主に
食酢の工業生産に用いられる産業上重要な微生物である. その一方で, 序論でも記述
した様に, 種々のユニークな特徴を利用した, 酢酸菌を食酢製造以外へ応用する試み
が多数報告されており(13-16), 食酢の捕虫器原料としての利用も, その一環であると
言える. 第 3 章において, K. europaeus における, ウラシル要求性を指標とした遺伝子
破壊技術を確立すると同時に, 同酢酸菌におけるアセトイン合成経路を同定した(17). 
同経路は, 分岐鎖アミノ酸(branched-chain amino acid, バリン, ロイシン, 及びイソロ
イシン)生合成経路と, 一部の中間代謝物(ピルビン酸及びα-アセト乳酸)を共有する
(図 6.1). K. europaeus によるアセトイン高生産を検討する際, アセトヒドロキシ酸イ
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ソメロレダクターゼ(acetohydroxyacid isomeroreductase, AHAIR)遺伝子(ilvC)の破壊は, 
炭素の流れがバリンからアセトイン合成へ遷移する事が期待されるため, 有効な手段
の一つであると考えられる(図 6.1). また, 第 5 章における研究から, 転写因子 leucine 
responsive regulatory protein (KeLrp) は , ア セ ト ヒ ド ロ キ シ 酸 シ ン タ ー ゼ
(acetohydroxyacid synthase, AHAS)遺伝子(ilvIH) (図 6.1)の転写を抑制しており, KeLrp 
C 末端領域の推定リガンド結合部位を特異的に欠損させる事で, その転写抑制効果が
消失し, ilvIH 転写量が著しく上昇する共に, BCAA 生産能が付与される事が明らかと
なった (18). 従って , この変異を有する K. europaeus KGMA7203 株 (ΔpyrE 
KelrpΔ(397-511)::pyrE)は, BCAA 生産の副産物として, アセトインを蓄積する事が期
待される(図 6.1). 
 
 
 
	 ショウジョウバエに対する誘引性を向上させる際, 原料(発酵食品)の変更や, それ
らの混合比率を変更する事は有効な手段の一つであろう. 実際に, 様々な発酵食品
(米酢, バルサミコ酢や種々のアルコール飲料)を原料とした捕虫器が販売されている. 
一方で, 食酢そのものの誘引性を向上させる試みはこれまでなされていない. これら
を踏まえ, 代謝改変により K. europaeus のアセトイン生産能を向上させる事で, 食酢
6.1. K. europaeus
		
 . , 
!. 
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の持つショウジョウバエ誘引作用の増強を図った. 得られた代謝改変酢酸菌の培養液
上清を用いて捕虫実験を行い, 各々のショウジョウバエ誘引作用を検証した. 
 
 
第 2 節	 実験材料及び方法  
供試株及び培地  
	 本章において供試した菌株及びプラスミドを表 6.1 に記載した. 第 5 章において構
築されたK. europaeus KGMA7203株(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)はバリン及びロイシ
ン生産株であり, C 末端領域に位置する推定リガンド結合部位を欠損した変異型
KeLrp を 発 現 す る と 推 測 さ れ て い る (18). K. europaeus の 培 養 に は , 
yeast-peptone-dextrose (YPD)培地(19)又は最少培地(19)を用いた. 培養は全て 30°C で行
い, 液体培養の際は往復振盪 150 rpm で行った. 特に明記しない限り, 両培地に 0.4% 
(wt/vol)エタノール及び 0.5% (wt/vol)酢酸を加えて培養を行った. 固形培地での培養の
際は, YPD 培地に 9 g/l の寒天を加えたものを用いた. ilvC 破壊株の選抜及び培養には, 
必要に応じて, 両培地に 12 mM BCAA(バリン, ロイシン, 及びイソロイシン)を添加
した(下記参照). ilvC 破壊ベクターの構築には, 大腸菌 DH5α株(タカラバイオ, 滋賀) 
(20)及びプラスミド pBR322 (21)を用いた. DH5α株の培養には 50 µg/ml アンピシリン
を添加した Lysogeny broth (LB 培地) (22)を用い, 37°C で培養した. 
 
DNA 操作及びシーケンス解析  
	 一般的な DNA 操作に関する手法は既報(22)に準拠した. PCR の際の DNA ポリメラ
ーゼとして, KOD plus (東洋紡, 大阪)を用いた. PCR プライマーは, タイプ株 LMG 
18890T 株のドラフトゲノム配列(23)を基に設計した. 制限酵素及び各種修飾酵素は, 
タカラバイオ又はニッポン・ジーン(東京)より購入した. アガロースゲル電気泳動後
の標的 DNA の精製には, NucleoSpin Gel and PCR Cleanup Kit (タカラバイオ)を用いた. 
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プラスミド DNA の抽出は, アルカリ抽出法(22)又は Plasmid Midi Kit (キアゲン社, ド
イツ)を用いて行った. DNA シーケンス解析は, BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit 
ver. 3.1 及び Model 3130 Capillary Sequencer (共にアプライド・バイオシステムズ社, ア
メリカ合衆国)を用いて行った. 
 
 
)	
 -$;(5′ - 3′) 
a 
21
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thi-1, gyrA96, relA1 
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AAGAATTCTCACGGTATTCCGAAAGCTACAGT 
AAGGATCCGTATTCAGGCGGTATAGGTGACGTT 
ATGATGTCATGGATCGGCAAGAACAAGCTG 
ATCGCGATCGTAATAGACGCGCATGGTCTT 
CTGCCATATCCCGTGTTCGT 
TCGCCATAGGGAAAGACTGC 
GTGGATACAATATCGAAAGCCTGAC 
CTGGCTTGGAAAAGAAGAAAGGTTC 
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a 制限酵素認識配列を下線で示した. 
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ilvC 破壊ベクター及び ilvC 破壊株の構築  
	 ilvC破壊ベクター構築に用いたプライマーを, 図 6.3 及び表 6.1 に記載した. 遺伝子
破壊は, 破壊ベクターとの相同組換え(double crossover homologous recombination)によ
り行った. KGMA0704 株(ΔpyrE)及びオロト酸ホスホリボシルトランスフェラーゼ遺
伝子(pyrE)を, それぞれ遺伝子破壊実験における宿主及び選抜マーカーとして用いた
(17). また, ilvC 及び pyrE 遺伝子を含む領域の PCR 増幅には, 鋳型として KGMA0119
株 ( 野 生 株 ) の 全 DNA を 用 い た . DNA 断 片 の 連 結 は , DNA リ ガ ー ゼ
(Ligation-Convenience Kit, ニッポン・ジーン)を用いて行った. 必要に応じ, プライマ
ーの 5′末端を, T4 ポリヌクレオチドキナーゼ(タカラバイオ)を用いてリン酸化した. 5′
末端をリン酸化したEP-F2及びE-R4を用いて, pyrE翻訳領域(open reading frame, OFR)
及びそのプロモーターを含む 1.5 kb の領域(pyrE マーカー)を PCR 増幅した(図 6.3A). 
次に, ilvC ORF 及びその 5′側上流(1.0 kb)及び 3′側下流領域(0.9 kb)を含む 2.8 kb の領域
を, ilvC-F及び ilvC-Rを用いてPCR増幅した(図 6.3A). 得られたPCR産物及びpBR322
を EcoRI 及び BamHI で消化した後, 両者を連結した. 得られた中間プラスミドを鋳型
とし, ilvC-i1及び ilvC-i2を用いたインバースPCR(図 6.3A)を行う事で, ilvC ORFの 945 
bp を除去した. 得られた PCR 産物, 及び 5′末端をリン酸化した pyrE マーカーを連結
し, ilvC 破壊ベクター(pBR322-ΔilvC::pyrE)とした(図 6.3A). 
	 pBR322-ΔilvC::pyrE を, 既報(第 3 章参照) (17)に従い KGMA0704 株に導入し, ウラ
シル原栄養性かつ BCAA 要求性株を選抜した. 候補株の遺伝子型は, ilvC-F2 及び
ilvC-R2 を用いた PCR(図 6.3A), 及び得られた PCR 産物のシーケンス解析により同定
した. 得られた ilvC 破壊株を, KGMA5511 株(ΔpyrE ΔilvC::pyrE)とした(図 6.3A). 
 
揮発性成分及び有機酸の定量 , 及び捕虫実験に用いる培養液上清の調製  
	 KGMA0119株, KGMA5511株, 及びKGMA7203株(18)を, 1.0% (wt/vol) L-乳酸ナトリ
ウムを添加した 30 ml YPD 培地(KGMA5511 株の培養の際は, 更に 12 mM BCAA を添
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加)で培養し, 培養液を経時的に採取した. そこから, 遠心分離(4°C, 10,000 × g, 5分)及
びフィルター濾過(孔径 0.45 µm, Millex LH filter, ミリポア社, アメリカ合衆国)を行う
事で培養液上清を得た. 培養液上清中の酢酸, エタノール, 及びアセトインは, GC 
(GC-2014, 島津製作所, 京都)により定量した. 成分の分離にはパックド・カラム
(polyethylene glycol 20M 10% ShinCarbon A 60/80 2.1 m × 3.2 mm, 信和化工, 京都)を用
いた. カラム・オーブンの温度は, 60°Cで 3分間保持した後, 昇温速度 10°C/分で 200°C
まで上昇させた. 
	 培養液上清中の有機酸は, 高速液体クロマトグラフィー(high performance liquid 
chromatography, HPLC, 有機酸分析システム・プロミネンス, 島津製作所)により定量
し, 成分の分離にはイオン排除カラム(Shim-pack SCR-102H, 島津製作所)を用いた. 
カラムを移動相(5 mM p-トルエンスルホン酸)で平衡化(40°C, 流速 0.8 ml/分)した後, 
培養液上清をインジェクションした. カラムより溶出された有機酸を反応液(5 mM p-
トルエンスルホン酸, 100 µM ethylenediamine tetraacetic acid [EDTA], 及び 20 mM 
bis(2-hydroxyethyl)iminotris(hydroxymethyl)methane [Bis-Tris])と混和し(40°C, 流速 0.8 
ml/分), 電気伝導度検出器(CDD-10AVP, 島津製作所)を用いて検出した. 
	 34 時間の培養で得られた培養液上清を, 以降の捕虫実験に供試した. 
 
ショウジョウバエの飼育  
	 捕虫実験には, 首都大学東京より分譲された D. melanogaster を用いた. ショウジョ
ウバエの餌として, バナナ培地(10 g ペースト状バナナ, 0.5 g 乾燥パン酵母[オリエン
タル酵母, 東京], 及び 3 ml ビール[キリン, 東京])を用いた. 初めに, 6 ml のバナナ培
地を添加した 30 ml ガラスバイアルにショウジョウバエを移し, 綿栓により蓋をして, 
室温(22−25°C)で 10−14 日間飼育した. ショウジョウバエ個体集団を維持するため, 新
たに孵化した成虫を, 上記同様のバナナ培地を添加したガラスバイアルに移した. こ
の作業を, 10 日毎に行った. 捕虫実験に供試するため, 30 ml ガラスバイアル中の成虫, 
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幼虫, 及び蛹を, バナナ培地を添加した 5 L ガラスボトルに移し, 個体数が約 1,500 匹
に到達するまで, 更に 5−10 日間飼育した. 得られたショウジョウバエを, 捕虫実験に
供試した. 
 
捕虫実験  
	 捕虫実験は, 2014 年 7 月 1 日及び 9 日(1 回目の試行) (図 6.7), 及び 2014 年 10 月 9
日及び 20 日(2 回目の試行) (図 6.8)の日中に, 兵庫県三田市において行った(共に N=3). 
1 回目及び 2 回目の捕虫実験の際の外気温は, それぞれ 28°C 及び 25°C であった. 捕
虫トラップとして, ビクターフライマグネット(ウッドストリーム社, アメリカ合衆
国)に下記改変を加えたものを用いた. すなわち, 円筒状に成形した粘着シート(11 cm 
× 21 cm, 三共消毒, 東京)をプラスチックボトル開口部に備え付け, そこへ培養液上
清を添加した(図 6.2A). ショウジョウバエ侵入口及び揮発性成分の拡散を促進するた
めの傘が付いた蓋でボトル開口部を閉じ, 捕虫実験に用いるトラップとした(図 6.2A). 
0.7% (wt/vol)酢酸, 0.13% (wt/vol)アセトイン, 及び 0.007% (wt/vol)イソ酪酸からなる水
溶液(合成酢)を対照として用いた. 捕虫実験は蚊帳を張ったテント内で行った(図
6.2B). トラップを, 地面から 1 m の高さとなる様テントの四隅に吊した(図 6.2B, 矢
印). 
 
  134 
 
 
	 飼育した約 1,500 匹のショウジョウバエをテント内で放ち, 粘着シート上の捕捉さ
れたショウジョウバエを15分毎に計測し, 計45分間捕虫実験を行った. その後, トラ
ップに捕捉されなかったショウジョウバエを殺虫剤で殺し, それらを計測した. 得ら
れた値と, トラップに捕捉された個体の数を合算する事で, テント内に放ったショウ
ジョウバエの総数を算出した. 培養液上清の誘引性は, テント内に放ったショウジョ
ウバエ個体総数に対する, トラップに捕捉された個体数の割合(%)で示した(下記). 
 
[トラップに捕捉された個体数]/[テント内に放った個体総数] (%) 
 
塩基配列のアクセッション番号  
	 ilvC及びKelrpの塩基配列は, それぞれAB899162及びAB899159のアクセッション
番号の下, データベース DDBJ, EMBL, 及び GenBank に登録された. 
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第 3 節	 結果  
ilvC 破壊株の構築  
	 図 6.1 に示した様に, K. europaeus のアセトイン合成経路は, BCAA 生合成経路と中
間代謝物を共有する. 従って, ilvC 遺伝子の破壊によりバリン生合成経路を遮断する
事で, アセトイン生産量の増加が期待された. ilvC 破壊ベクター(pBR322-ΔilvC::pyrE)
を KGMA0704 株(ΔpyrE)に導入し, ウラシル原栄養性かつ BCAA 要求性株を選抜した
(図 6.3A). 得られた ilvC 破壊株を KGMA5511 株(ΔpyrE ΔilvC::pyrE)とし(図 6.3A), そ
の遺伝子型を確認するためプライマーilvC-F2 及び ilvC-R2 を用いて KGMA0119 株(野
生株), KGMA0704 株, 及び KGMA5511 株の ilvC 遺伝子座を PCR 増幅したところ, 
KGMA5511 株からは野生株及び親株よりも長い DNA 断片が増幅された(図 6.3B). ま
た, 得られた PCR 産物のシーケンス解析の結果, KGMA5511 株の ilvC ORF が pyrE 遺
伝子により置換されている事が確認された. 
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 KGMA5511株はその正常な生育のために高濃度(12 mM)のBCAAを要求し(図 6.4A), 
富栄養培地(YPD 培地)で培養した際も, BCAA 非添加条件下では著しい生育遅延を示
した(図 6.4B). より低濃度(0.5 mM 及び 4 mM)の BCAA 添加では上記生育遅延は解消
されなかったため(図 6.4B), 同株を培養する際には常に12 mM BCAAを添加した培地
を用いた. 
 
'6.3. ilvC?*56A. (A) ilvC?*5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(pBR322-ΔilvC::pyrE)
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, K>"$9B>"
@. E+(&
,I).PCR<:H70'%@. ilvI, acetohydroxyacid synthase 
large subunit; ilvH, acetohydroxyacid synthase small subunit; ilvC, acetohydroxyacid 
isomeroreductase; fah, fumarylacetoacetate hydroxylase. (B) ilvC?*5E+(&,. 
KGMA01195(F;5), KGMA07045, $KGMA55115!DNAG(, '6.3A
@(ilvC-F2 – ilvC-R2)=	ilvCE+/PCR).. 
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培養液に蓄積した揮発性成分及び有機酸の定量  
	 KeLrp C 末端領域の推定リガンド結合部位を欠損させる事で, ilvIH の転写量が著し
く上昇する事を第 5 章において詳述した(18). 従って, 同変異を有する KGMA7203 株
(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)は, BCAA 生産の副産物としてアセトインを蓄積すると
予測された(図 6.1). これを検証するため , KGMA0119 株 , KGMA5511 株 , 及び
KGMA7203 株を L-乳酸ナトリウムを含む YPD 培地(KGMA5511 株の培養には, 更に
12 mM BCAA を添加)で培養し, 培養液中の酢酸, エタノール, 及びアセトイン量を
GC により定量した. その結果, いずれの株も対数期後期からアセトインの蓄積を開
始したが, KGMA5511 株(0.11%)及び KGMA7203 株(0.13%)は, 34 時間の培養で野生株
(0.069%)よりも多くのアセトインを蓄積した(図 6.5B). 一方, これら 3 株のエタノー
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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ル酸化能及び酢酸生産能に顕著な差異は見られず, 34 時間の培養でどの株も約 0.7%
の酢酸を蓄積した(図 6.5C 及び D). 
 
 
 
	 より詳細に培養液組成を調べるため, 34 時間の培養で得られた培養液の有機酸組成
を, HPLC により解析した. その結果, KGMA7203 株のみが微量のイソ酪酸(0.007%)を
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蓄積している事が明らかとなった(図 6.6). 一方, 他の有機酸に関しては, 3株間で顕著
な差異は観察されなかった(図 6.6). これらを踏まえ, 34 時間培養で得られた培養液上
清を以降の捕虫実験へ供試し, 各々のショウジョウバエ誘引能を検証した. 
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捕虫実験  
	 上記の通り調製した培養液上清を用いて , 捕虫実験を行った . 対照として , 
KGMA7203 株培養液組成を模した合成酢(0.7%酢酸, 0.13%アセトイン, 及び 0.007%イ
ソ酪酸)を併せて供試した. 実験の結果, 合成酢の誘引性は極めて低く, 供試したショ
ウジョウバエの 2.33 ± 1.61%を捕捉するにとどまった(図 6.7). 対照的に, KGMA7203
株の培養液上清は最も高い誘引性を示し, 45 分間の捕虫実験で, 28.70 ± 7.23%のショ
ウジョウバエを捕捉した(KGMA0119 株, 8.36 ± 3.63%; KGMA5511 株, 13.56 ± 7.17%) 
(図 6.7). 
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 アセトイン濃度がほぼ同等のKGMA5511株及びKGMA7203株の培養液上清間で誘
引性に差がみられた事から, KGMA7203 株上清の高いショウジョウバエ誘引能は, 酢
酸, アセトイン, 及びイソ酪酸の相乗効果に起因するものと推測された. これを検証
するため, KGMA0119 株培養液上清にアセトイン及びイソ酪酸を添加し, それら終濃
度を KGMA7203 株上清の含有濃度と等しくしたもの(アセトイン, 0.13%; イソ酪酸, 
0.007%)を調製し, その誘引性を検証した. その結果, アセトイン及びイソ酪酸を添加
した KGMA0119 株上清は, 添加していない KGMA0119 株上清よりも多くのショウジ
ョウバエを捕捉したが, 依然として KGMA7203 株上清が最も高いショウジョウバエ
誘引性を示した(図 6.8). 
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第 4 節	 考察  
	 食酢のショウジョウバエ誘引性を増強するため, 強力なショウジョウバエ誘引作用
を有するアセトインに着目し, 代謝改変により 2 種のアセトイン高生産株を構築した
(図 6.5). そのうち, 第 5 章において構築された, KeLrp C 末端領域の推定リガンド結合
部位を欠損させた KGMA7203 株(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)の培養液上清が最も高
いショウジョウバエ誘引性を発揮した (図 6.7 及び 6.8). KGMA5511 株 (ΔpyrE 
ΔilvC::pyrE)及び KGMA7203 株培養液上清に含まれるアセトイン濃度はほぼ同じであ
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jk(0.007%); q+, KGMA7203Q. %(!(RW2Ac(N=3). 
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るにも関わらず, 後者の誘引能がより高かった(図 6.7). また HPLC 解析の結果, 
KGMA7203 株のみが微量のイソ酪酸を蓄積していた(図 6.6). 既報(24)によれば, いく
つかの短鎖カルボン酸(蟻酸や吉草酸等)はショウジョウバエ誘引能を有する事が知ら
れている. これらを踏まえると, KGMA7203 株培養液上清の高いショウジョウバエ誘
引性は, 酢酸, アセトイン, 及びイソ酪酸の相乗効果に起因する事が示唆される. ま
た, 第 5 章で詳述した通り, KGMA7203 株は BCAA 生合成遺伝子を高発現するバリン
及びロイシン生産株である(18). タイプ株 LMG 18890T 株のゲノム解析(23)から, K. 
europaeus は他種微生物の持つ BCAA 分解経路(25)と類似の代謝経路を保持すると推
測されている(図 6.1). この事から, KGMA7203 株培養液上清で検出されたイソ酪酸は, 
同株が過剰に生産したバリン, 或いはその前駆体(2-オキソイソ吉草酸) (図 6.1)が分解
される事で生じたと考えられる. 
	 KGMA7203 株培養液上清を模した合成酢, 更に KGMA0119 株培養液上清にアセト
イン及びイソ酪酸を添加する事で, 同様に KGMA7203 株培養液上清を模したものを
調製し, それらの誘引性を検証したが, いずれの場合においても, KGMA7203 株上清
がより高い誘引性を示した(図 6.7 及び 6.8). 大腸菌において, Lrp はアミノ酸代謝及び
輸送に関与する多数の遺伝子群の発現を制御する転写因子であり, 巨大なレギュロン
を形成している(26). Lrp の標的遺伝子の転写に及ぼす効果(転写促進又は抑制)は, リ
ガンド分子であるロイシンが, C 末端領域に結合する事で調節を受ける. K. europaeus
の LrpオルソログであるKeLrpも, 大腸菌 Lrp同様, BCAAを含めたアミノ酸代謝を包
括的に制御する事が第 5 章の研究より示唆されている(18). KGMA7203 株は KeLrp の
C 末端領域を欠損した変異型 KeLrp を発現しているものと予想され, これにより同株
はリガンド分子に対して非感受性であると推測される. 従って, KeLrp 制御系の下流
に位置する多数の代謝経路が大きな影響を受けている事が示唆され, KGMA7203 株は, 
本章研究では同定されなかった未知の誘引性物質を蓄積している可能性も考えられ
る. KGMA7203 株培養液上清を模したものが, KGMA7203 株培養液上清と同等の誘引
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性を発揮出来なかった事は, この可能性を支持するものである. 既報(6)によれば, メ
チオノールもショウジョウバエ誘引において, 酢酸と共に相乗的に機能する. 未知の
誘引性代謝産物の同定には, 更なる詳細な解析が必須である. 
	 アセトインの生産性向上を図る上で, ilvC の破壊が有効である事が, 本章研究によ
り示された(図 6.5). しかしながら, ivlC 破壊株である KGMA5511 株は, その正常な生
育に高濃度(12 mM)の BCAA を要求した(図 6.4). この様な特性を持つ同株の使用は, 
プラント等での大規模生産を考慮する際, 合理的な選択ではない. 第 4章において, K. 
europaeusの潜在型プラスミドを利用した遺伝子改変技術の基盤を確立した(27). この
技術を用いればアセトイン合成遺伝子の in trans 高発現も可能であり, これは ilvC 破
壊と比較して, より合理的な手段であると考えられる. 
	 1 回目の試行(図 6.7)及び 2 回目の試行(図 6.8)間で捕虫率に顕著な差異が見られ, 
KGMA7203株培養液上清に着目すると, その誘引性は約 30%(図 6.7)から約 8%(図 6.8)
に低下した. 変温動物であるショウジョウバエの運動性は, 気温の僅かな違いにより
著しく影響を受ける(28). 2 回目の試行の際の外気温(25°C)は 1 回目(28°C)よりも低く, 
この事が, 2 回目の試行における捕虫率低下の大きな要因であると考えられる. また, 
同一の培養液上清であっても, その誘引性に比較的大きなゆらぎ(標準偏差)が観察さ
れた (図 6.7及び 6.8). ショウジョウバエは概日時計を介して, 外部環境要因の変動と
自己の律動的活動(運動性や生理活性)を同調させている(29). 一般に, ショウジョウ
バエの運動性は, 日の出及び日の入り時に最大となる(30). 本章研究では, 1 回目及び
2回目の試行(図 6.7及び 6.8)共に, 3回の捕虫実験を行ったが(N=3), 各々の実験開始時
刻はそれぞれ異なる(データ示さず). 従って, 本章で見られた誘引性のゆらぎは, 概
日時計により引き起こされた運動性の変動に起因するものと考えられる. しかしなが
ら, いずれの捕虫実験においても, KGMA7203 株培養液上清は最も高いショウジョウ
バエ誘引性を示した(図 6.7 及び 6.8). この事は , 効率的な捕虫器開発における
KGMA7203 株の優位性を示すものである. 
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 効率的な捕虫器開発を達成するには, 誘引剤の濃度, 混合比率や蒸散速度, 更には
捕虫器の形状等の要因も最適化する必要がある(4, 31). また, 食酢製造における原材
料の選択も重要であろう. これまでの解析から, 食酢の香味は使用する原材料及び菌
株により著しく異なる事が明らかとなっている. 既報(7, 8)によれば, 北米ではアップ
ルサイダービネガーや米酢が, ショウジョウバエ捕虫器の誘引剤として好ましいとさ
れている. SWD も, 本章研究で用いた D. melanogaster 同様食酢に強く誘引される性質
を持つ(6). KGMA7203 株は, SWD を含めたショウジョウバエ捕虫器を開発する上で, 
強力なプラットフォームとなる事が期待される(32). 
 
 
第 5 節	 要約  
	 アセトインは, 食酢主成分である酢酸と共に, 強いショウジョウバエ誘引作用を発
揮する. 食酢のショウジョウバエ誘引性を, アセトイン含有量を上昇させる事で増強
するため, 食酢製造酢酸菌 Komagataeibacter europaeus のアセトヒドロキシ酸イソメ
ロレダクターゼ遺伝子(ilvC)を破壊する事で, アセトイン高生産株の構築を試みた. 
第 5 章において構築された Kelrp 破壊株のアセトイン生産性も向上している事が期待
されたため, 本章研究に供試した. ilvC破壊株であるKGMA5511株(ΔpyrE ΔilvC::pyrE), 
及び Kelrp 破壊株である KGMA7203 株(ΔpyrE KelrpΔ(397-511)::pyrE)は , 野生株
KGMA0119 株と比較して, 著量のアセトインを培養液中に蓄積した(KGMA0119 株, 
0.069%; KGMA5511 株, 0.11%; KGMA7203 株, 0.13%). 更に KGMA7203 株は微量のイ
ソ酪酸(0.007%)を蓄積した. 酢酸蓄積量は, 3 株間で差異は見られなかった(約 0.7%). 
これら培養液のショウジョウバエ誘引性を, 飼育した Drosophila melanogaster を用い
た捕虫実験により検証した. 蚊帳を張ったテント内に各株培養液上清及び粘着シート
を備え付けたトラップを設置し, D. melanogaster (約 1,500 匹)を放ち, 上清に誘引され
粘着シートに捕捉された D. melanogaster 個体数を計測した. 対照として, 0.7%酢酸, 
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0.13%アセトイン, 及び 0.007%イソ酪酸から成る, KGMA7203 株培養液上清を模した
合成酢を用いた. KGMA7203 株培養液上清は最も高い誘引性を示し, 供試した D. 
melanogaster のうち, 28.70%を捕捉した(KGMA0119 株, 8.36%; KGMA5511 株, 13.56%; 
合成酢, 2.30%). 更に, KGMA0119 株培養液上清にアセトイン及びイソ酪酸を添加し, 
それらの濃度を KGMA7203 株培養液上清(アセトイン, 0.13%; イソ酪酸, 0.007%)に合
わせる事で KGMA7203 株培養液上清を模したものを調製し, この誘引性を検証した. 
その結果, アセトイン及びイソ酪酸を添加した KGMA0119 株培養液上清は, 添加し
ないものよりも多くの D. melanogaster を捕捉したが, 依然として KGMA7203 株培養
液上清が最も高い誘引性を示した. これらの事から, KGMA7203 株培養液上清の高い
ショウジョウバエ誘引性は, 酢酸, アセトイン, イソ酪酸に加え, 未知のショウジョ
ウバエ誘引性代謝産物の相乗効果に起因する事が示唆された. 
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第 7 章  
総括と展望  
 
	 酢酸菌は, 古くから食酢製造に用いられてきたヒトにとって身近な微生物である. 
近年, 酢酸菌の持つユニークな諸性質を利用して, 食酢製造にとどまらない酢酸菌の
様々な応用法が検討されている(1). 一方, 食酢工業生産において広く用いられている
酢酸菌 Komagataeibacter europaeus はその産業上の重要性にも関わらず, 長らく研究
対象とされてこなかったため, 遺伝学的・生化学的に不明な点が多い. K. europaeus は, 
酢酸菌の中でも極めて強い酢酸耐性を備えており, 他の微生物にとっては致死的とな
る様な高濃度酢酸存在下でも旺盛な生育を示す(2). これを利用する事で, 閉鎖系を用
いずとも雑菌汚染の抑止が可能であり, K. europaeus のみを優先的に増殖させる事が
出来る. この事は, 微生物を用いた物質生産を実施する上で極めて有益かつ合理的で
ある. 本研究では, K. europaeus を, 食酢製造のみならず, 種々の有用物質生産におけ
るプラットフォームとする事を目的とした. その達成のため, 第一に, 遺伝子破壊技
術及び潜在型プラスミドを利用した遺伝子改変技術を確立し, K. europaeus 代謝改変
のための技術基盤を構築した. 続いて, それら技術を用いる事で, 生理活性を有する
アミノ酸高生産株の構築, 及びショウジョウバエを強力に誘引する食酢の開発を試み
た. 
	 第 2 章では , 動物において種々の生理活性作用を発揮する分岐鎖アミノ酸
(branched-chain amino acid, BCAA)を生産する変異株を, 薬剤処理によるランダム変異
の導入, 及びそれに続くα-アミノ酪酸(α-aminobutyric acid, ABA)耐性株の選抜により
作出した. 得られた ABAr1-56 株は野生株と比較して, 著量のバリン及びロイシンを
培養液中に蓄積した. 本章で得られた知見は, 本研究の起点となるものである. 
	 第 3 章では, ピリミジン生合成系遺伝子群の一つであるオロト酸ホスホリボシルト
ランスフェラーゼ遺伝子(pyrE)及びウラシル要求性を, それぞれ選抜マーカー及び選
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択圧とした, K. europaeusにおける遺伝子破壊技術を構築した. 本手法の有効性を検証
するため, 食酢における不快醸造香・アセトインの生合成に関与するα-アセト乳酸デ
カルボキシラーゼ遺伝子(aldC)破壊株を構築した. 得られた aldC 破壊株のアセトイン
生産性は, 野生株と比較して顕著に減少していた. 
	 第 4 章では, 本研究に供試した K. europaeus 野生株より複数の潜在型プラスミドを
単離し, それらの細胞内におけるコピー数を含めた特徴付けを行うと共に, 潜在型プ
ラスミドを基とした, 大腸菌, K. europaeus, 及び他属酢酸菌において複製可能なシャ
トルプラスミドを構築した. これにより, プラスミドを利用した遺伝子改変技術の基
盤構築に成功した. 
	 第 5 章では, 第 2 章で作出した ABAr1-56 株の変異点解析から, 転写因子 leucine 
responsive regulatory protein (Lrp)をコードする遺伝子(Kelrp)に導入されたナンセンス
変異が, K. europaeusにBCAA生産能を付与する決定因子であると推測し, 第 3章で確
立した遺伝子破壊技術を用いて, 同様の変異を導入した株を作出した. 得られた遺伝
子破壊株は, ABAr1-56株と同等のBCAA生産性を示した. このナンセンス変異導入株
は, C 末端側に位置するリガンド結合部位を持たない変異型 KeLrp を発現するものと
推測され, Kelrp 破壊株及び ABAr1-56 株は, 外界の栄養状況を伝達するリガンド分子
に対して非感受性であると考えられる. 併せて, BCAA 生合成遺伝子群及び排出ポン
プ遺伝子の転写量解析から, KeLrp がそれらの発現を制御している事が明らかとなっ
た. 
	 第 6 章では, アセトインが, 食酢主成分である酢酸と共にショウジョウバエ誘引作
用を発揮する点に着目し, K. europaeus のアセトイン生産能を向上させるべく, 第 3 章
において確立した遺伝子破壊技術を用いて代謝改変酢酸菌を作出した. アセトイン合
成系はBCAA生合成系と一部の中間代謝産物(ピルビン酸及びα-アセト乳酸)を共有し
ている. これを踏まえ, アセトヒドロキシ酸イソメロレダクターゼ遺伝子(ilvC)を破
壊する事で, 分岐鎖アミノ酸生合成経路を遮断し, アセトイン高生産株を構築した. 
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また, 第5章で作出したKelrp破壊株は, アセトイン前駆体であるα-アセト乳酸の合成
に関与するアセトヒドロキシ酸シンターゼ遺伝子(ilvIH)を高発現しており, 副産物と
して著量のアセトインを培養液中に蓄積した. 更に Kelrp 破壊株は, バリンの分解産
物と考えられるイソ酪酸を微量蓄積した. ilvC 破壊株, 及び Kelrp 破壊株の培養液上清
を用いてショウジョウバエ捕虫実験を行ったところ, Kelrp 破壊株培養液上清が最も
強い誘引作用を示した. この強い誘引性は, 酢酸, アセトイン, イソ酪酸, 及び未同定
の代謝産物の相乗効果に起因する事が示唆された. Kelrp 破壊株は BCAA 生産菌とし
てだけでなく, ショウジョウバエ誘引素材の生産菌としても有望である事が示され
た. 
	 最後に, 本研究に関連した, 今後の展望及び解決すべき課題のいくつかを以下に記
載した. 
	 第 2章及び第 5章において, KeLrp C末端領域に位置する推定リガンド結合部位を特
異的に欠損させる事で, K. europaeus に BCAA 生産能を付与出来る事が明らかとなっ
た. しかしながらその生産量は, これまでに構築されている BCAA 生産菌と比較して
低く, 実際の工業生産のためには, この点を解決する必要がある. 本論文では, 生産
性を向上させるための戦略として, 主にフィードバック制御系の破壊について言及し
た. この手法は, 主に細胞個々の生産性を向上させるための手段である. 一方, 最終
的な生産性は, 細胞個々の生産能及び用いる菌株の菌体収量(バイオマス)により決定
される. 上記の通り, 酢酸菌は種々の有用物質生産におけるプラットフォームとして
期待されているが, 一般に酢酸菌は, 大腸菌やコリネ型細菌と比較して細胞増殖が活
発ではなく, 最終菌体収量も低い. この事が, 酢酸菌を用いた物質生産において, 生
産性を低下させる大きな要因の一つとなっている. 序論でも述べた様に, 酢酸菌は高
濃度酢酸の存在下でも生存していくための, 種々の酢酸耐性機構を備えている(3-5). 
一方で, それら機構の多くは膜酵素を介した呼吸鎖と連動しており, 酢酸耐性機構の
発現には多大なエネルギーが必要となる(6). このエネルギー消費が低バイオマスの
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一因と考えられている. また, 酢酸菌は多くの炭素源を完全に酸化せず, 中間代謝物
を環境中へ蓄積する. 酢酸発酵がその代表例であり, エタノール酸化により生成した
酢酸は, 通常それ以降資化される事なく細胞外に放置される. 同様の現象がグルコー
ス代謝においても見られ, グルコースの多くは膜結合型グルコースデヒドロゲナーゼ
によりグルコン酸へと酸化され, それ以上資化されない. 近年, 膜結合型グルコース
デヒドロゲナーゼを破壊する事で, 中枢代謝(エントナー-ドウドロフ経路及びペント
ースリン酸経路)に流入するグルコース量を増加させ, 酢酸菌バイオマスを顕著に上
昇させる事が可能である事が示された(7). 同様の遺伝子破壊を行う事で, バイオマス
増加を介した標的物質の生産性向上が見込めるであろう. 
	 第 3 章において, ウラシル要求性を指標とした遺伝子破壊技術を確立した. 外来遺
伝子を選抜マーカーとして用いない系であるため, 今後の工業利用への応用も期待出
来る技術であると考えられるが, 本研究において確立した手法では, 選抜マーカーで
ある pyrE 遺伝子が遺伝子破壊株ゲノム中に残存してしまうため, それ以降の多重遺
伝子破壊が出来ない. これを解決する手法として, 遺伝子破壊ベクターの染色体への
組み込み(integration/pop-in), 及びそれに続く自己染色体内での相同組換え(pop-out)を
利用した遺伝子破壊技術が, 酵母や超好熱菌等で確立されている(8, 9). 自在な代謝デ
ザインを実現するためには, 多重遺伝子破壊技術は必須である. 現在, その確立に向
けた取り組みが進行中である. 
	 第 4 章において, 潜在型プラスミドを利用した遺伝子改変技術の基盤構築に成功し
た. 構築された 2 種の組換えプラスミドは, 異種酢酸菌においても複製可能である事
が確認され, 汎用性の高い遺伝学ツールであると考えられる. 更に, 第 4 章でも記述
した様に, 各プラスミドの和合性を利用する事で, 同一の株に複数のプラスミドを導
入する事も可能であると考えられる. これを達成するためには, 選抜マーカーの変更
が必要である. また, 抗生物質と比較し, より経済的な選択圧として, 栄養要求性が
挙げられよう(10). 本研究において, 2 種の栄養要求性株(ウラシル要求性株及び
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BCAA 要求性株)が構築された. これら 2 株に, 破壊した遺伝子を in trans で供給する
事で, 安定した宿主ベクター系を構築出来るであろう. 
	 第 6 章において, 転写因子 KeLrp 破壊株の培養液上清が強力なショウジョウバエ誘
引性を発揮し, 効率的な捕虫器の原料として利用しうる事が示された. 同時に, 本研
究では同定されなかった未知の代謝産物の影響も予見され, 更なる誘引能の増強には, 
それら物質の特定, 及び高生産が必要となるであろう. 今後, その未知物質の同定が
期待される. 
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